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Resumen
El siguiente trabajo muestra la utilidad de las técnicas moleculares y de manipulacion del
ADN, en este caso, para detectar adulteraciones en salchichas comerciales. Se analiz6 la
presencia de 5 especies distintas (cerdo, pollo, bovino, pavo y caballo) en salchichas
comerciales mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés)
la cual permite obtener varias réplicas de ADN a partir de una cantidad muy pequena de

ADN molde.

Para llevar a cabo la reaccion de PCR se utilizaron primers que fueron obtenidos a partir
del articulo publicado por Matsunaga et al., 1998 en donde se reporta un primer universal
(SIM) y primers reversos disefiados para hibridar con las especies de pollo y caballo. Los
primers utilizados para determinar presencia de carne de pavo fueron obtenidos del articulo
publicado por Hernandez et al., 2011, para la identificacion de la presencia de carne de
cerdo se cre6 un programa de PCR basado en las recomendaciones del fabricante del
reactivo Master Mix y en la temperatura de hibridacion de los primers que fue de 52 °C en
promedio y los primers utilizados para res fueron obtenidos del articulo publicado por Casa
et al., 2005. Posteriormente se comprobo su especificidad para evitar hibridaciones con

otras especies y no tener errores al momento de detectar adulteraciones.

Los resultados obtenidos mostraron que la mayoria de las muestras analizadas contenian
una o mas especies animales que no se reportan en la etiqueta de dichos productos, lo que
hizo que se consideraran productos adulterados. Las especies que se encontraron con mas
frecuencia fueron pollo (encontrado en todas las muestras analizadas) y res. Solo en 3
muestras comerciales de las 11 analizadas coincidieron las especies animales reportadas en

la.  etiqueta del producto 'y las  encontradas en el  laboratorio.
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Introduccion
La salchicha es un alimento ampliamente consumido en México por su practicidad, precio y
versatilidad, esto la hace facilmente vulnerable a adulteraciones como sustitucion de carne
por otra de menor precio, mezcla de carne de varias especies, adicion de aglutinantes y/o
harinas y sustitucion de carne por soya, €s por eso que se necesitan técnicas adecuadas para
detectar este tipo de adulteraciones. Las técnicas moleculares para la autentificacion de
especies han ido cobrando auge en los ultimos afios al igual que han ido aumentando las
formas de adulteracion de distintos tipos de alimentos. Algunas de estas técnicas se basan
en el analisis proteico de la muestra y tienen una buena precision, sin embargo, las
proteinas son diferentes en un mismo organismo y muchas veces estas se encuentran
degradadas lo que limita la aplicacion de la técnica y surge la necesidad de un método atn

mas especifico para la deteccion de adulteraciones.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) permite detectar dichas adulteraciones con
una muy alta precision ya que se basa en la replicacion y amplificacion del ADN de cada
especie por lo que es una herramienta muy util en el campo de la biotecnologia de los

alimentos.

Existen diferentes tipos de salchichas en México ya sea de produccion nacional o de
importacién que por su naturaleza o denominacién de origen tienen variaciones en sus
precios siendo las de mejor calidad y mayor contenido de carne las que presentan precios
mas elevados, sin embargo, algunas declaran ingredientes que no contienen y otras
adicionan ingredientes que no son declarados en las etiquetas, con lo que induciria a error al

consumidor violando la normatividad vigente en materia de etiquetado.

Es por eso que en este trabajo se busca detectar las especies no reportadas en la etiqueta de
algunas salchichas comerciales utilizando la técnica molecular anteriormente descrita, esto
podria introducirse como una medida de control de calidad en auditorias y/o estudios de
calidad para asegurar que el consumidor estd adquiriendo un producto cuyo contenido

coincide con los ingredientes que se encuentran reportados en sus etiquetas.
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Capitulo 1. Antecedentes

1.1.La carne

1.1.1. Generalidades
La carne es el alimento procedente de los animales, aunque con frecuencia se utiliza
también este término para incluir otros organos como higado, rifidn, y otros tejidos

comestibles (Lopez y Casp, 2004).

De acuerdo a la NOM-009-ZOO-1994, la carne se define como la estructura compuesta por
fibra muscular estriada, acompafiada o no de tejido conjuntivo elastico, grasa, fibras
nerviosas, vasos linfaticos y sanguineos, de las especies animales autorizadas para el

consumo humano (SAGARPA, 1994).

La carne es obtenida del musculo de mamiferos como lo son el cerdo, res, cabra, ciervo y

caballo. Para su obtencion se suele seguir la siguiente metodologia (Barbut, 2013):

Abasto de animales (acarreo, descarga, etc).
Aturdimiento
Desangrado

Remocion de pelo, plumas, piel y/o escamas

YV V V VY V

Estimulacion eléctrica (en algunos casos para mejorar las caracteristicas finales de
la carne)

Evisceracion

Inspeccion

Refrigeracion

Corte de la canal

vV V V V V

Empacado y distribucion




La transformacion del muasculo en carne implica ciertos cambios, los mas importantes son:

» Glucolisis post-mortem: El cambio mas inmediato al desangrado del animal es la
interrupcion del aporte de oxigeno a los musculos, con la consiguiente disminucion
del pH. Cuando la circulacion cesa, los musculos ya no pueden obtener energia por
medio de la respiracion, ya que la actividad mitocondrial cesa con la reduccion del
oxigeno. En consecuencia el glucogeno, la principal reserva de energia del musculo,
se convierte en lactato por medio de glucoélisis anaerobia también llamada glucolisis
post-mortem. En este proceso, se produce una activacion de la ATP-asa no
contractil de la miosina, en lugar de la ATP-asa contractil de la actomiosina. La
accion continuada de la ATP-asa no contractii de la miosina reduce
progresivamente el nivel de ATP produciendo simultdneamente fosfato inorgénico.
A medida que discurre la glucdlisis anaerobia el musculo se hace inextensible
debido a que el descenso del nivel de ATP provoca la formacion de actomiosina, lo
que causa una contraccion sostenida llamada rigor mortis (Lopez y Casp, 2004).

» Disminucién del pH: La reducida disponibilidad de ATP aumenta la dificultad de
mantener la integridad estructural de las proteinas, lo que causa el descenso de pH
por acumulacion de lactato. El descenso del pH hace que las proteinas miofibrilares
se aproximen a sus puntos isoeléctricos y frecuentemente la desnaturalizacion va
acompanada de una reducida capacidad de retencion de agua de las proteinas, lo que
causa la exudacion. La conversion del glucogeno a lactato continuard hasta que se
alcance un pH en el que se inactiven las enzimas que efectiian la degradacion, este
pH es de aproximadamente 5.4-5.5. El descenso del pH también contribuye al color

y a la calidad final de la carne (Lopez y Casp, 2004).

1.1.2. Caracteristicas de la carne
» Terneza: De todas las caracteristicas sensoriales que contribuyen a la calidad de la
carne, la terneza es probablemente la mas importante a la hora de su compra, ya
que ésta es una parte fundamental en cuanto a la aceptabilidad o rechazo por parte
del consumidor. La dureza o terneza de la carne depende de un gran niimero de

factores bioldgicos intrinsecos tales como raza, edad, sexo, alimentacion, tipo de




musculo y manejo ante y post-mortem (Hui, Legarreta, y Rosmini, 2010). La
variacion en la terneza de la carne se debe a numerosos factores, aunque en general
se atribuye a la disminucién del pH. Howard y Lawrie (1956) encontraron una
relacién inversamente proporcional en la disminucion del pH post-mortem y la
terneza de la carne cocida, mientras que Marsh (1962) encontr6 una relacion
directamente proporcional entre el tiempo posterior al rigor mortis y la terneza de
la carne (Lawrie y Ledward, 2006).

Color: El color ocupa un lugar preferente entre los factores que definen la calidad
de un alimento. De una forma sencilla, el color de la carne se podria determinar por
medio de los pigmentos presentes en la misma, los cuales se podrian clasificar en
cuatro tipos: el primer lugar corresponderia a los pigmentos biolégicos (carotenos y
hemopigmentos) que son acumulados y sintetizados en el organismo ante-mortem;
el segundo corresponderia a los pigmentos producidos por dafios durante su manejo
o por unas condiciones de proceso inadecuadas; el tercero corresponderia a la
formacion de pigmentos post-mortem (reacciones enzimaticas o no enzimaticas) y
el cuarto corresponderia al uso de colorantes naturales o artificiales que se pueden
afiadir al producto carnico (Hui ef al., 2010). El tejido muscular en la canal fresca
sin procesar debe presentar una coloracién roja oscura uniforme (Dominguez,
2011), lo que indicaria, junto con la terneza, que la carne es de buena calidad.
Aroma: Las canales de las diferentes especies de abasto no deben presentar olores
especificos ni acentuados. La ausencia de olor se mantendrd desde su obtencion
hasta su maduracion. Se debe interpretar como andmala la percepcion de olores
durante el refrigerado (Dominguez, 2011).

Sabor: La carne cocida puede presentar varios sabores dependiendo de la zona que
se consuma y su proceso o preparacion. Los aminoacidos, péptidos y nucledtidos,
ademads de producir compuestos volatiles durante la coccion de la carne, también
contribuyen a la percepcion del sabor salado, dulce, amargo y acido de la carne y
productos carnicos. Los compuestos solubles en agua incluyen sales, aminoacidos,
péptidos, azucares libres, azucares fosforilados, nucledtidos y otros componentes
nitrogenados como tiamina. La mayoria de los compuestos solubles en agua pueden

generar por si solos sensaciones de salado, amargo, acido o dulce. El gusto salado




se debe a la presencia de sales como el cloruro de sodio o potasio. Los azucares
como glucosa y algunos L-a-aminoacidos (glicina, alanina, serina, treonina, lisina,
cisteina, metionina, aparragina, glutamina, hidroxiprolina y prolina) generan el
sabor dulce. Por otra parte, el sabor amargo se debe a la presencia de hipoxantina,
de péptidos como la anserina y carnosina, y a algunos L-a-aminoacidos (histidina,
arginina, lisina, metionina, valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, triptofano,
tirosina y glutamina). La presencia de dcidos organicos como el lactico y el acético,
ademas de algunos aminoacidos acidos (aspartico, glutdmico, histidina y
aparragina) y fosfatos acidos son responsables del gusto acido y amargo (Lawrie y

Ledward, 2006).

1.1.3. Situacion actual del mercado carnico.

1.1.3.1.Situacion del mercado mundial.

Las previsiones indican que la produccion mundial de carne experimentara una aumento
moderado en 2015, situandose en 318.7 millones de toneladas, es decir, 1.3 por ciento o 4
millones de toneladas mas que en 2014; los mayores aumentos deberian de registrase en
China, la UE, los Estados Unidos y el Brasil. El sector de la carne porcina deberia de
impulsar el crecimiento mundial, seguido por el de las aves de corral. Actualmente no se
prevé mas que un leve aumento de la produccidon de carne de bovino y de ovino (FAO,

2015).

Segulin las previsiones, el comercio mundial de la carne crecerd a un ritmo moderado del 1,7
por ciento en 2015, hasta alcanzar 31,2 millones de toneladas, una disminucidén importante
con respecto al 3,1 por ciento registrado el afio pasado. El comercio de la carne de aves de
corral deberia de crecer al ritmo limitado del 2,6 por ciento y situarse en 13,1 millones de
toneladas en 2015. El aumento de la produccion de los paises importadores sigue
reduciendo su necesidad de suministros externos de aves de corral. El comercio de carne de
bovino también deberia de aumentar al ritmo limitado del 1,9 por ciento y totalizar 9,8
millones de toneladas. Mientras tanto, se prevé que la carne de cerdo se recupere en un 1,6
por ciento en 2015, situandose en 7,1 millones de toneladas, tras las disminuciones
registradas en los dos afios anteriores. En general, el indice de precios de la carne de la

FAO disminuy6 en los primeros cuatro meses de 2015, pasando de 183 puntos en enero a
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178 puntos en abril. El descenso de los precios afecto a todas las categorias de carne (FAO,

2015).

1.1.3.2.Situacion del mercado mexicano

Cuadro 1 Panorama del mercado mundial de la carne (FAO, 2015).

2013 2014 2015 Variacién de

Estim. | Pronost. 2015a 2014
Millones de toneladas %
Produccién 311.1 | 314.7 318.7 1.3
Carne de bovino 67.8 67.8 67.9 0.2
Carne de ave 108.6 110.2 111.8 1.4
Carne de cerdo 115 117.2 1194 1.9
Carne de ovino 13.9 13.9 14 0.8
Comercio 29.7 30.6 31.2 1.7
Carne de bovino 8.9 9.6 9.8 1.9
Carne de ave 12.5 12.7 13.1 2.6
Carne de cerdo 7.1 7 7.1 1.6
Carne de ovino 1 1 0.9 -8.5

Indice de la FAO para los precios de la carne

184 198 178 -3.6

1.1.3.2.1. Carne de bovino

En 2011, se estim6 un inventario inicial total de 31.7 millones de cabezas, de las cuales 6.4

millones pertenecieron al hato para la produccion de carne; 4.4 millones en la actividad de

doble propdsito, y 2.3 millones en la produccién lechera especializada. Durante el periodo

de estudio 2011-2020, se estima que el inventario total incremente a una tasa media anual

de crecimiento (TMAC) de 1.4%. Durante el periodo de estudio, se estima un nivel de

exportacion anual de 1.3 millones de cabezas. Con respecto al consumo de carne de bovino,

se proyecta un ligero aumento de 251 mil toneladas métricas a lo largo del periodo de

estudio. En 2016, se tuvo un consumo aparente de 2 millones de toneladas métricas y en

2020 se estima que éste alcance 2.2 millones de toneladas métricas (SAGARPA, 2011).




Cuadro 2 Produccion y consumo estimado de carne de bovino en México (SAGARPA, 2011)

Ao calendarin 2009 M0 2019 M2 M3 M4 s W6 MY AME 29 200

Came (miles te toneladas méticas)

P roduzcion 10050 47512 A T927 1p500 18033 10435 18821 2MS0 2435 20890 20910 21074

[mportaciones 267 X001 1883 1866 135 1T 1M3 0 1435 1600 ATEA 1900 1922

Corsumodomédicn 19608 18853 18940 13183 19310 19396 20208 20700 20152 21574 21931 2124

Eportaciones 404 Gl ] G ]] a4 aa.7 gy gay il a4 g2 g0 830
1.1.3.2.2. Carne de porcino

Debido a que el ciclo de produccion del cerdo es corto, el ajuste del sector a los cambios de
las condiciones econdmicas se lleva a cabo con mayor rapidez que en el caso del sector
bovino. Durante el periodo de estudios 2011-2020, se estima que el consumo de carne de
cerdo incremente en 292 mil toneladas. Asimismo, se prevé que el sacrificio total aumente
de 15.9 millones de cabezas en 2011 a 19 millones en 2020. Considerando el peso
promedio nacional de sacrificio, la producciéon nacional de carne de cerdo se incrementaria
de 1.17 millones de toneladas en 2011 a 1.42 millones de toneladas en 2020. En 2016, se
tuvo un consumo aparente de 2.1 millones de toneladas métricas y en 2020 se estima que
¢éste alcance 2.1 millones de toneladas métricas (SAGARPA, 2011).

Cuadro 3 Produccion y consumo de carne de cerdo en México (SAGARPA, 2011).

Afio calencario 2009 2010 2011 22 013 2014 2015 206 2017 2045 29 2020

Came de cerdo (miles de tonekadas méticas)

P roduccidn 11628 11655 11707 12289 12550 13047 13435 13675 13813 13926 14043 14162

Importaciones 7 Teds Y9E2 T4EN TATI O TAY4 0 Yees Te02  TeRD  TH4E T9RS 8102
Crferta 19347 19497 19665 19748 223 20821 21090 21477 21693 20874 2208 22264

Conzuma 18025 18087 189070 18468 13554 20052 20530 20931 2055 2133 21485 214745

Expotaciones 52 B B0 o8 a7 a7 a6 35 o4 53 83 52

1.1.3.2.3. Carne de pollo

El pollo tiene diversos ciclos de produccion al afio. En 2011 fueron sacrificados 1.65
millones de aves y se proyecta que en 2020 sean 1.8 millones de aves. En este periodo se
espera que el consumo de carne de pollo crezca en 922 mil toneladas. Ademas, derivado de
los cambios en la dieta de los consumidores y de los precios relativos del pollo en
comparacion con los de la carne de cerdo y la de bovino, se espera que el consumo per
capita de pollo se incremente de 30 kg en 2011 a alrededor de 32 kg en 2020 El consumo
aparente en 2016 fue de 3.8 millones de toneladas métricas (SAGARPA, 2011).
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Cuadro 4 Produccion y consumo de carne de ave en México (SAGARPA, 2011).

Ao calendario 2009 20 20 012 2013 24 AMs 2B 2V 2018 M9 2020

Came de ave (miles de toneladas metrcag)

P roduccion 26365 26936 28545 29917 31086 31429 32T 3231 33004 33A50 3406 34297

impartaciones 4805 5357 5705 5810 SBE4 V56 STTE 0 SB9S 8922 GO0 5976 OS2
Oterts INMTO 32293 34250 35727 GRTTN 3TBS 37893 387D 38926 39252 59991 40329

C onsumo A4 3MET IM4F 35737 3EVEN 3TMOE 37904 38281 38036 30263 40002 40340

1.1.4. Composicion quimica

1.1.4.1.Carbohidratos
La carne no es una fuente importante de carbohidratos, contiene alrededor de un 0.81% de

glucdgeno y cantidades muy bajas de otros carbohidratos.

El glucdgeno es un polisacarido formado por unidades de a-D-glucosa unidas por medio de
enlaces 0-1,6 y a-1,4 glucosidicos. En la carne aparecen también bajas cantidades de
azucares (0.1-0.15%), los mas abundantes son la glucosa-6-fosfato y otros azlcares

fosforilados (Lopez y Casp, 2004).

1.1.4.2.Proteinas

La miosina es la mas abundante de las proteinas miofibrilares, estas presentan altos
contenidos de los acidos glutdmico y aspartico y de aminoacidos dibasicos, por lo que
presenta una carga eléctrica alta y tiene cierta afinidad por los iones calcio y magnesio. La
otra proteina mayoritaria de las miofibrillas es la actina, puede existir en dos formas: la
actina G, que consta de unidades globulares relativamente pequefias; y la actina F, en la que
dichas unidades globulares se unen entre si para formar una doble cadena. Es la actina F la
que se combina con la miosina para formar la actomiosina contractil del musculo activo o

pre-rigor y la actomiosina inextensible del musculo en rigor mortis (Lopez y Casp, 2004).

1.1.4.3.Lipidos

La carne tiene un contenido de lipidos relativamente alto, son esencialmente
triacilglicéridos. Varian segin la especie y también en funcion de la posicion del musculo
en el cuerpo, la dieta, la edad, el género, el estado sexual y el peso (Lopez y Casp, 2004).

Como las fracciones lipidicas asociadas a los tejidos muscular y adiposo difieren en lo que




respecta a su cantidad y composicion, la calidad del tejido adiposo que hay en la carne
afecta poderosamente la composicion general del producto. Ademds, si el contenido de
tejido adiposo disminuye, aumenta el porcentaje con que contribuyen los fosfolipidos al
total lipidico. A pesar de la menor contribucion de la fraccion fosfolipidica a la totalidad del
contenido lipidico, la naturaleza poliinsaturada de los fosfolipidos junto a su elevada
relacion superficie/volumen hace que estos lipidos sean muy susceptibles a las reacciones
oxidativas, lo que contribuye poderosamente al deterioro del color y sabor de la carne

(Damodaran, Parkin, y Fennema, 2010).

1.1.4.4.Agua

El agua se localiza en su mayor parte en el interior de la célula muscular o bien atrapada
entre ellas y, en menor cuenta, ligada a las proteinas con distinta intensidad. Las
variaciones en el contenido de agua se deben generalmente a los cambios en el contenido

lipidico (Damodaran et al., 2010).

La capacidad de retencion de agua es un parametro de calidad importante y se define como
la capacidad de la carne para retener el agua del tejido presente en su estructura. Muchas de
las caracteristicas de la carne tales como el color, la textura y la firmeza de la carne de
canal, asi como la jugosidad, palatabilidad y dureza de la cocinada, dependen en gran parte
de la capacidad de retencion de agua, que estd intimamente ligada con el pH final de la

carne (Lopez y Casp, 2004).




Cuadro 5 Composicion quimica de las carnes mas comunes
por 100 g. (FAO, 2007).

Producto | Agua | Proteina | Grasas | Cenizas kJ

Carne de
vacuno 75 22.3 1.8 1.2 116

(magra)
Canal de
vacuno

54.7 16.5 28 0.8 323

Carne de
cerdo 75.1 22.8 1.2 1 112

(magra)
Canal de
cerdo

41.1 11.2 47 0.6 472

Carne de
ternera 76.4 21.3 0.8 1.2 98

(magra)

Carne de 75 22.8 0.9 1.2 105
pollo

1.1.5. Aporte nutrimental

Investigaciones recientes en las necesidades del cuerpo humano de nutrientes esenciales
(como la proteina de alta calidad) a lo largo de su ciclo de vida se han enfocado en la carne
como una de las principales opciones en una dieta saludable (Binnie, Barlow, Johnson, &
Harrison, 2014). La carne es una fuente importante de proteinas de alto valor biolédgico,
hierro, vitamina B12 y otras vitaminas del complejo B, zinc, selenio y fosforo. Su alto
contenido de grasas varia de acuerdo con la especie, pero representa para el consumidor
una constante preocupacion debida al riesgo de desarrollar enfermedades (Cardoso y

Baltazar, 2012).

Como se mencion6 antes, la carne contiene aproximadamente, en promedio, 22% de
proteinas, pero puede ser tan alto como 34.5% (pechuga de pollo) o tan bajo como 12.3%
(carne de pato) dependiendo del origen de la carne. Adicionalmente, las proteinas de la
carne contienen aminodcidos esenciales para el cuerpo. El consumo inadecuado o
insuficiente de aminodcidos, las unidades primarias de las proteinas, puede llevar a una

malnutricion proteica (Cardoso y Baltazar, 2012).
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El contenido de grasa difiere significativamente de acuerdo con la variedad de cortes de la
carne de res, pollo y otras carnes, y también difiere de los productos carnicos procesados
como salchichas o jamoén. El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA
por sus siglas en inglés) reporta un contenido de grasa de 5.4 a 7.9% en cortes de carne
mientras que para carne de cerdo reporta un contenido de grasa de 8 a 10.7% (Cardoso &
Baltazar, 2012). Estudios recientes han establecido el perfil de acidos grasos en carnes rojas
magras. De acuerdo con dichos estudios las carnes rojas magras (como res, cerdo y
cordero) contienen proporciones similares de acidos grasos monoinsaturados, saturados y
poliinsaturados, lo que hace de la carne magra una buena opcién para el consumidor,
mientras que en los productos procesados (salchichas, tocinos, jamones, etc) contienen mas

colesterol que las carnes magras, haciéndolos menos nutritivos (Binnie ef al., 2014).

Dentro de los acidos grasos poliinsaturados, los acidos grasos Omega 3 juegan un papel
importante como agentes protectores contra enfermedades cardiovasculares y el cuidado de
la salud en general. El pescado es la principal fuente de acidos grasos Omega 3, pero la
ingesta de carne magra puede contribuir con hasta el 20% de las necesidades de acidos

grasos de cadena larga Omega 3 (Cardoso y Baltazar, 2012).

La carne también es una excelente fuente de vitaminas y minerales. Las carnes rojas
proveen alrededor del 25% de la ingesta diaria de rivoflavina, niacina, vitamina B6, 4cido
pantoténico y practicamente dos terceras partes de vitamina B12 por cada 100 gramos de
carne. La carne de pollo es una buena fuente de niacina (56% de la ingesta diaria por cada
100 gramos) y de vitamina B6 (27% de la ingesta por cada 100 gramos), mientras que 100
gramos de carne de pavo suministran 31% de la ingesta de niacina y 29% de la ingesta

diaria de vitamina B6 (Cardoso y Baltazar, 2012).

En adicién a proteinas y acidos grasos, la carne contiene ciertos micronutrientes como
hierro, zinc, selenio y potasio. La biodisponibilidad del hierro y del zinc es mayor en carnes
rojas que en otros productos procesados, por otro lado, el hierro es importante en el
desarrollo cognitivo de los nifios y del sistema inmunologico. El selenio contenido en las
carnes rojas actua como antioxidante necesario para el correcto funcionamiento del sistema

inmune y el potasio regula la presion sanguinea (Binnie et al., 2014).




Cuadro 6 Composicion nutricional de algunos tipos y cortes de carne (Binnie ef al., 2014).

Tipo de Contenido | Proteinas | Grasas Grasas | Vitamina Na P Fe (mg) | Zn (mg)
carne energético (2) (2) saturadas | B12 (ng) | (mg) (mg)
(keal) (2)
Pechuga de
pollo sin 108 241 1.2 0.3 0.37 60 220 0.5 0.8
piel (cruda)
Pechuga de 176 24.1 8.9 2.1 0.37 72 | 200 1 0.8
pollo cruda
Pollo en
general 110 22.9 2 0.5 0.72 77 204 0.9 1
(crudo)
Bisteck de 122 20.9 43 1.8 2 60 169 1.4 3.6
res (crudo)
Lomo de 114 21 33 14 2 60 145 1.5 3.6
res (crudo)
Lomo de
(crudo)
Chuleta de
cerdo 355 17.3 31.8 10.9 1 61 189 1.3 1.7
(cruda)
Pierna de
cerdo 152 21 7.5 2.6 1 86 167 0.7 2,7
(cruda)
Pechuga de
pavo sin 105 23.4 1.3 0.3 1 63 210 0.7 0.6
piel (cruda)




1.1.6. Clasificacion de la carne

De acuerdo a su procedencia la carne se puede clasificar en (Forrest, 1979):

» Carnes rojas: Las mas comunes de este tipo son las provenientes de vacuno, cerdo
y ovino, sin embargo, en muchos paises se consumen también las procedentes de
equinos, cabras, antilopes, llamas y conejos.

» Carne de aves: Es la procedente de la musculatura de las aves domésticas que
comprenden gallinas, pavos, gansos y gallinas de guinea.

» Carne de animales marinos: Los peces constituyen la mayor parte de esta carne en
el consumo humano. No obstante la carne de mejillones, almejas, langostas, ostras,
cangrejos y muchas otras especies también se incluyen en esta categoria.

» Carne de caza: Es la que procede de los animales silvestres o no domesticados.

1.2.Principales productos derivados de la carne
De acuerdo con la NOM-213-SSA1-2002, los productos carnicos se clasifican de la

siguiente manera (Secretaria de Salud, 2003):

» Productos carnicos cocidos: A los elaborados con carne, visceras, sangre o sus
mezclas, curados o no, que son sometidos a un proceso térmico. Pueden presentarse
enteros, en cortes, emulsionados o troceados.

> Productos carnicos crudos: A los elaborados con carne, visceras o sus mezclas,
que pueden ser curados o no o madurados y que no son sometidos a ningun
tratamiento térmico.

» Productos carnicos curados: A los que se les agregan por via huimeda o seca sal o
azucares, nitratos o nitritos, independientemente de que sean sometidos a
tratamiento térmico, a maduracion o se manejen crudos.

» Productos carnicos desecados, secos o salados: A los sometidos a reduccion de
humedad por medio de aire, calor o sal hasta llegar a un valor no mayor a 25%.

» Productos carnicos empanados o rebozados congelados: A los elaborados con
carne molida o picada en piezas, con adicion o no de tejido graso, subproductos y
aditivos, que pueden recibir un tratamiento térmico durante su elaboracion, pero que

necesitan ser cocinados para consumirlos.
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» Productos carnicos fritos: A los elaborados a partir de carne o piel y que son
sometidos a freido en aceite o grasa, con o sin sal, curados o no.

» Productos carnicos madurados: A los que son sometidos a deshidratacion parcial,
pudiendo ser ahumados o no, sometidos durante cierto tiempo a la accion de
cultivos microbianos, enzimas o microorganismos propios de la carne y su accidon
sobre azucares afiadidos o no. Pueden ser en cortes enteros o troceados.

» Productos carnicos marinados o en salmuera: A los adicionados de sal u otros
aditivos por via seca o humeda, excepto nitritos y nitratos, pudiendo ser cocidos o
no.

» Productos carnicos procesados: A los claborados a partir de carne, visceras,
estructuras anatomicas, sangre o sus mezclas, provenientes de mamiferos o aves,
que pueden someterse a ahumado, coccidn, curacion, desecacion, maduracion,

salado, entre otros.

Desde una perspectiva global, la industria carnica se encuentra con una enorme
complejidad de formulas y variables de procesamiento. Esto es asi tanto en paises
industrializados como en los que estan en vias de desarrollo, en todos ellos se elaboran
productos céarnicos finamente picados o emulsionados con porcentajes de carne magra que
oscilan entre el 5% y 50%. El nuevo reto que surge ahora para los fabricantes de productos
carnicos y de ingredientes funcionales es trabajar conjuntamente para desarrollar un nuevo
enfoque que permita obtener productos competitivos y de calidad que cumplan las
expectativas de los consumidores y la normatividad vigente (Hoogenkamp, 2008).

La hamburguesa, un clasico americano creado a principios de 1900, se ha convertido en el
producto carnico procesado mas apreciado del mundo. Realmente este producto se dio a
conocer cuando los restaurantes de comida rapida disefiaron un “sandwich sorprendente”
que se convirtid en el primer alimento que se podia comer con las manos (Hoogenkamp,
2008). La carne de hamburguesa, es clasificada como un producto picado (no embutido) y
segin los métodos de procesado como producto carnico fresco (Ramirez et al., 2006). En la
actualidad en la fabricacion de productos carnicos se usan proteinas de origen vegetal y
generalmente se agregan porque ayudan a mejorar el ligado del agua en los productos de

carne molida y/o emulsificada, manteniendo la red de proteinas en el producto carnico; y
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mejoran la formacion y estabilidad de la emulsion. Todos estos beneficios mejoran la

jugosidad y tienen un efecto en la textura del producto (Carrillo et al., 2010).

También existen los jamones curados. Un jamoén se debe fabricar a partir del miembro
posterior del cerdo, pero el tamafio de la pieza carnica puede variar desde el de un musculo
entero al de piezas formadas por fragmentos relativamente pequefios (trozos) que se han
reestructurado ingeniosamente. Las modernas tecnologias para procesar piezas carnicas
enteras, tales como los jamones cocidos, el pastrani, la cecina de vaca, el rosbif y la
pechuga de pavo, tienen en comun que todos requieren un masaje (curado) para solubilizar
las proteinas carnicas y asi obtener una Optima capacidad de retencion de agua, el

desarrollo del color y la alineacién muscular (Hoogenkamp, 2008).

1.2.1. Salchichas

Los productos emulsionados, como las salchichas tipo Frankfurt, las salchichas para hot-
dog, salchichas tipo Viena, de pavo, etc., se elaboran a partir de carne que esta parcial o
completamente picada junto con agua, sal y otros coadyuvantes tecnologicos como los
fosfatos, citratos, carbohidratos, proteinas no carnicas y condimentos. El producto
resultante se puede describir como un sistema de multiples fases que contiene ingredientes

disueltos en agua, agua con particulas en suspension o un gel(Hoogenkamp, 2008).

Las salchichas se elaboran de acuerdo al siguiente proceso, descrito posteriormente en la

figura 1 (Muller y Ardoino, 2000):

» Preparacion de las diferentes materias primas: Se verifica que la carne que es
suministrada corresponde a las especificaciones del tipo de carne que se empleara.
Si cumplen con las especificaciones de calidad se procede con el proceso, de lo
contrario se rechaza.

» Picado: Con todos los elementos disponibles, se inicia el picado en el cuter. Se
comienza, con el orden establecido, poniendo las carnes frescas (2 a 4°C) en el plato
limpio del cuter. Se empieza picando con velocidad lenta de plato y cuchillas e
inmediatamente se agregan la sal, el azlicar, los polifosfatos y las especias,
previamente mezclados en una bolsa. Luego de 6 a 8 vueltas, se agrega el 50 % del

hielo, se aumenta la velocidad del plato y cuando la temperatura de la pasta llega a




4°C, se agrega la emulsion de cuero, luego la emulsion de grasa, se aumenta la
velocidad de las cuchillas y se sigue picando hasta llegar a 8°C. Se agrega la mitad
restante de hielo, se baja la velocidad del plato, se agrega la fécula, el resto del hielo
y finalmente se agrega el acido ascorbico en las ultimas 3 vueltas. La temperatura
final de la pasta no debe pasar de 10 a 12°C.

Mezclado: La pasta de carnes (emulsion) preparada en el cater se lleva a la
mezcladora al vacio. Se mezcla por el tiempo establecido y se hace vacio para
eliminar las posibles burbujas de aire atrapadas en la pasta durante el picado. Se
verifican tiempo de mezclado y temperatura de salida de la pasta.

Embutido: Se lleva la pasta a la embutidora y se embute en el tipo establecido de
tripa, cuyos calibres ya fueron controlados en el depdsito, al certificar la compra de
acuerdo a especificaciones. Las piezas deberan ser todas iguales, con un peso
establecido.

Coccion: Las piezas se cuelgan en carros, evitando que se toquen entre si para que
no queden manchadas luego de la coccidn, y se introducen en el horno donde se
aplican los tiempos, temperaturas y condiciones de humedad previamente
establecidos para la coccion de cada pieza.

Enfriado y envasado: Se puede hacer bajo aspersion o a temperatura ambiente,
dependiendo del tipo de embutido que se esta elaborando, después de esto se envasa
cada pieza.

Almacenamiento y venta: Finalmente se acondiciona en una cdmara de ftio,
detallando a qué temperatura, durante cuanto tiempo minimo y méaximo, qué control

de humedad tendra esa camara y qué velocidad del aire.




Carne (2-4°C) Grasa
Fécula Especias
Polifosfatos  Hielo

Azucar

Sal I:>

Ac. ascorbico

-

Preparacion de las materias
primas

Picado

Mezclado

Embutido

Coccion

Enfriado y empaquetado

Almacenamiento y venta

1 T:10-12°C

Velocidad: Lentay se
incrementa gradualmente

Al vacio

T: 100-120°C
t 40-60 min.

T: 4°C

Figura 1 Diagrama de proceso para la elaboracion de embutidos (Muller y Ardoino, 2000)

1.2.2. Adulteraciones

La identificacion clara de la especie de la cual provienen las materias primas con las que se

elaboran los alimentos es muy importante y existen al menos cuatro razones para su

justificacion (Aranguren et al., 2009):

» Evitar el fraude econdmico por sustitucion o adulteracion del producto (ejemplo

carne de perro (Canis familiaris) o gato (Felis catus) por carne de bovino (Bos

taurus-indicus), en especial en alimentos ofrecidos en expendios sin el control

sanitario correspondiente, tal es el caso del uso de leche bovina en la produccion de

quesos cuya formula original requiere leche de otras especie bien sea de bufala

(Bubalus bubalus) (mozzarella) o cabra (Capra hircus) u oveja (Ovis aries).




» Requerimientos especiales, relacionados con aspectos de salud o de orden
sanitarista, tales como problemas de alergias alimentarias en individuos susceptibles
0 que reaccionan ante ciertas proteinas de origen animal; asi como aquellos
individuos que no toleran la ingesta de ciertos componentes de la leche, tales como
la lactosa (caso de infantes).

» Por razones culturales, tal es el caso de creencias religiosas en las cuales se prohibe
comer carne de cerdo y/o res.

» Por razones legales ya que la ley federal de proteccion al consumidor regula la
expedicion de normas aplicables a productos carnicos en donde se establece que se
deben expresar en la etiqueta de los productos los elementos, sustancias o
ingredientes de los cuales estan elaborados asi como sus propiedades y
caracteristicas. En caso de incumplir estos rubros la empresa responsable puede
hacerse acreedora a sanciones como multas, inmovilizacién y aseguramiento de
productos y/o bienes, suspension de la comercializacion de sus productos y
suspension de la publicidad de los mismos independientemente de la pérdida de
reputacion y credibilidad por parte de los consumidores (LFPC, 2006). Las
salchichas comercializadas en México son mayoritariamente de 3 tipos: Frankfurt,
Viena y Cocktail, las cuales se definen de acuerdo a la NMX-F-065-1984 como
productos alimenticios que son elaborados basicamente con no menos de 60% de
carne de res y cerdo y/o mezcla de las mismas ademas de grasa de cerdo y
emulsificados, sometidos a curaciéon pudiendo ser ahumados o no, sometidos a
coccion y enfriamiento, empacados en material adecuado para su distribucion y
conservacion en refrigeracion, en las cuales solo estan permitidos como ingredientes
adicionales agua o hielo en cantidad suficiente, componentes de cereales,
oleaginosas y leches o mezclas de los mismos que no excedan en conjunto el 10%
del producto terminado, por lo cual, las salchichas que no cumplan con estos rubros

dentro del territorio nacional se consideran productos adulterados.




Otro problema asociado con la adulteracion de alimentos es la pérdida de buena reputacion
de algin producto con denominaciéon de origen o regional (como las salchichas de pavo)
elaborado honestamente, debido a que fue elaborado deshonestamente por un solo
productor. (Mondragoén y Ulloa, 2011).

El desarrollo de sistemas instrumentales mas exactos y confiables, sumado al desarrollo en
las técnicas estadisticas y computacionales, ha favorecido el desarrollo de metodologias
analiticas innovadoras que presentan un alto grado de exactitud en la identificacion de
alimentos adulterados, como son la calorimetria diferencial de barrido, la cromatografia de
gases, la cromatografia de liquidos de alta presion, la resonancia magnética nuclear,
métodos basados en ADN y la espectroscopia de infrarrojo (Mondragon y Ulloa, 2011),

siendo las mas relevantes los métodos basados en analisis de ADN.

1.3.Técnicas moleculares para la identificacion de adulteraciones

La autentificacion de especies en alimentos es una de las mayores areas inmersas en la
calidad y control de los alimentos. Se han implementado varias regulaciones tales como
analisis fisicoquimicos, espectrofotométricos y basados en proteinas y ADN para asegurar
que la informacion contenida en la etiqueta de los alimentos sea correcta y erradicar la
adulteracion de los alimentos. La identificacion de especies se ha realizado
tradicionalmente mediante la identificacion de las caracteristicas morfologicas o
anatomicas de la especie a analizar, sin embargo, esta tarea resulta dificil cuando se
analizan dos o mas especies muy cercanas entre si o cuando el producto ha sido sometido a

un proceso especifico (Gallardo et al., 2013).

1.3.1. Técnicas de autentificacion de especies basadas en analisis proteico

Las técnicas de autentificacion de especies en productos carnicos basadas en analisis
proteico pueden aplicarse para detectar sustituciones de carne, grasa y proteinas
(adulteraciones) y/o la identificacion de aditivos, alérgenos o ingredientes no reportados

(Ballin, 2010).




1.3.1.1.Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

La prueba ELISA ha sido la técnica proteica mas ampliamente usada, con propdsitos
regulatorios, para la autentificacion de especies en alimentos debido a su alta especificidad,
simplicidad y sensibilidad, con respecto a otros métodos. La reaccion ELISA es una prueba
inmunolégica que involucra a una enzima (una proteina que cataliza una reaccidon
bioquimica) para detectar la presencia de un antigeno o un anticuerpo en una muestra. Si el
antigeno o anticuerpo es detectado se llevara a cabo una reaccion visible, de lo contrario no
habra reaccién alguna. Las dos variantes de la reaccion ELISA utilizadas en alimentos son
(Asensio et al., 2008):

» ELISA indirecto: Utiliza dos anticuerpos, uno de los cuales es especifico al
antigeno a identificar y el otro se encuentra acoplado a la enzima. Este segundo
anticuerpo le brinda el nombre a la técnica de “Enzyme-Linked” (Enzima Unida) y
producird un sustrato fluorogenico para producir una sefial. En algunas ocasiones
este segundo anticuerpo puede estar unido a proteinas como avidina o esteptavidina
si el primer anticuerpo esta bloqueado por biotina.

» “Sandwich ELISA”: El antigeno se encuentra entre dos anticuerpos: el anticuerpo
de deteccion y el anticuerpo de captura. El anticuerpo de deteccion puede estar
unido a una enzima que producird una reaccidon bioquimica.

En los ultimos afios, los avances en la tecnologia e investigacion en ELISA han descubierto
maneras mas rapidas de llevar a cabo estos ensayos en la industria alimentaria y agricola,

como el desarrollo de kits para facilitar la ejecucion del método (Asensio et al., 2008).

1.3.2. Técnicas basadas en la secuenciacion e identificacion de acidos nucleicos
(ADN)

Las técnicas de autentificacion e identificacion de especies por medio del andlisis del Acido

DesoxirriboNucleico (ADN) tienen la ventaja de que el analisis puede hacerse solo con una

pequeiia muestra de ADN. Ademas, si se comparan las ventajas que presentan los analisis

basados en proteinas con los andlisis basados en ADN se observa que el ADN presenta una

mayor estabilidad térmica, estd presente en la mayoria de las células y provee la misma

informacion no importando el tejido de origen (Ballin, Vogensen y Karlsson, 2009).




1.3.2.1.Generalidades del Acido Desoxirribonucleico (ADN)

Como depositario de la informacion genética, el ADN ocupa un lugar Gnico y central entre
las macromoléculas biologicas. Las secuencias de nucleotidos del ADN describen en ultimo
termino la estructura primaria de todos los Acidos Ribonucleicos (ARN) y proteinas
celulares y mediante enzimas pueden afectar directamente la sintesis del resto de
constituyentes celulares determinando el tamafo, forma y funcion de cualquier objeto

viviente (Nelson y Cox, 2014).

1.3.2.2.Tipos de ADN, composicion y estructura

1.3.2.2.1. ADN nuclear

Es una molécula de doble cadena de nucledtidos, arreglados en forma antiparalela y
complementaria, unidas entre si por puentes de hidrégeno entre los nucleodtidos: adenina
(A), guanina (G), citosina (C) y timina (T). La adenina de una cadena se aparea siempre
con la timina de la cadena complementaria mediante dos puentes de hidrogeno, y la
guanina se aparea con la citosina mediante tres puentes de hidrégeno. Los puentes de
hidrégeno ocurren entre un 4&tomo de hidrogeno enlazado con un atomo electronegativo (O,
C, N) y un segundo atomo electronegativo. Los puentes de hidrégeno tienen una energia de

estabilizacion de 10-30 kJ/mol (Velazco, 2004).

Cada nucleotido estd formado por una molécula de azicar desoxirribosa (no posee O en el
sitio 2’, unicamente un H), una base organica nitrogenada (pirimidinas, como en el caso de
la citosina y la timina, o purinas, como en el caso de la adenina y la guanina) y un grupo
fosfato. Los nucledtidos se enlazan entre si por enlaces covalentes fosfodiester entre el
grupo fosfato ubicado en el sitio 5" con el grupo OH ubicado en el sitio 3" del nucle6tido
anterior. El enlace covalente es una union en la cual dos electrones son compartidos por dos
atomos. En este tipo de enlace, cada electron del par compartido es atraido por los nucleos
involucrados en el enlace, lo cual hace que sea un enlace muy fuerte, que dependiendo del
tipo de atomos involucrados puede tener una energia desde los 263 kJ/mol para un enlace
C-P hasta 460 kJ/mol para un enlace O-H. Esto hace que la molécula de ADN sea
particularmente estable en condiciones tanto intra como extracelulares. Los enlaces

covalentes que unen a cada subunidad de nucledtido son quimicamente estables y no son




susceptibles de experimentar ruptura hidrolitica en el medio acuoso de la célula. Esto
establece una forma segura y duradera de almacenamiento de la informacion genética, que

no debe alterarse ni danarse de generacion en generacion (Velazco, 2004).
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Figura 2 Estructura de cada base nitrogenada que compone al ADN nuclear
(ArgenBio, 2014)
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Figura 4 Estructura de doble hélice del ADN nuclear (Nelson y Cox, 2014).

1.3.2.2.2. ADN mitocondrial

La mitocondria tiene una forma alargada con una doble membrana, una externa, permeable

3,6 nm

a los metabolitos, iones y polipéptidos y contiene proteinas que forman poros llamados

“porinas”. La membrana interna, las crestas y la matriz hacen parte de su constitucion

interna. Posee su propio ADN mitocondrial (ADNmt), muy diferente del ADN del nticleo

celular, puesto que no se rige como éste por las leyes Mendelianas, sino que se rige por si

mismo. El ADNmt es circular y tiene un tamafio de 16.569 pares de bases, con un pequenio
numero de genes distribuidos entre las cadenas H y L, en total son 37 genes de los cuales

22 son utilizados por el ARN de transferencia (tARN) y 2 por el ARN ribosomal (rARN),

quedando tan solo 13 genes que serian para la produccion de proteinas (Segura, 2004). La

distribucién y descripcion de los genes es la siguiente (Roman, 2012):




» Genes que codifican las 2 subunidades 12S y 16S del rARN de la matriz

mitocondrial.

Los genes para los 22 tARN, requeridos para la sintesis de proteinas mitocondriales
en la misma matriz mitocondrial.

Genes que codifican 13 polipéptidos que forman parte de los complejos
multienzimaticos del sistema OXPHOS (fosforilacion oxidativa). En concreto, en el
genoma mitocondrial se codifican 7 subunidades del Complejo I, 1 subunidad del

Complejo III, 3 subunidades del Complejo IV, y 2 subunidades de la ATPasa

(Complejo V).

La zona del ADNmt conocida como D-LOOP (lazo D), aloja el origen de la replicacion de

la cadena H y el origen de la transcripcion de la cadena L, ademas de una secuencia

codificadora de ARN 7S (Segura, 2004).

El ADN mitocondrial ha sido utilizado ampliamente como un marcador de especies, en

particular la region 12S ARNTr, dado que cumple una serie de requisitos para identificacion.

Esta region posee una longitud aceptable, suficiente diferenciacion entre especie

congenéricas o proximas, ademds que acumula puntos de mutacidon interesantes que

originan cambios puntuales capaces de diferenciar géneros o especies, ideal para este tipo

de estudios (Aranguren et al., 2009).
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1.3.3. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El origen de la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) como
la conocemos ahora, se remonta a las investigaciones realizadas en los afios 80’s en la
Corporacion Cetus en California. En el otofio de 1983, Kary Mullis tuvo la idea original de
la PCR, esta idea fue la precursora de la técnica moderna de PCR usada mundialmente hoy
en dia y que fue objeto de ser patentada. La idea de Kary Mullis tuvo tanto éxito que le
otorgo un bono de US$10,000 de la Corporacion Cetus y el Premio Nobel de quimica en
1993 (Bartlett y Stirling, 2003).

1.3.3.1.Fundamentos
La PCR se basa en la replicacion celular en la que act@ian varias proteinas para sintetizar
dos nuevas hebras de ADN a partir de otra que funciona como molde. En procariontes se
han encontrado al menos 12 proteinas involucradas en la replicacion. Estas proteinas actuan
en diferentes actividades, como (Cornejo et al., 2014):

» Laidentificacion del sitio de origen de la replicacion.
El desenrollamiento de la doble hélice.

La estabilizacion de la estructura desenrollada.

YV V V

La generacion de cadenas iniciadoras complementarias con un extremo 3’ libre que
sirve de iniciador para que la ADN polimerasa comience su actividad catalizadora.
El avance de la bifurcacion replicadora por desenrollamiento.

Los pasos finales del ensamblaje de dos cadenas complementarias.

YV V V

La identificacion de los sitios de terminacion.

» El superenrollamiento de las dos nuevas moléculas de ADN.
Sin embargo, la enzima mas importante en la replicacion es la polimerasa del ADN
dependiente de ADN, comunmente conocida como ADN polimerasa, porque es la
encargada de incorporar nucledtidos durante la sintesis de las nuevas cadenas de ADN

(Cornejo et al., 2014).

En la PCR se simula en un tubo lo que ocurre durante la replicacion celular. La sintesis de
nuevas cadenas de ADN se lleva a cabo mezclando: el ADN que contiene el o los
fragmentos que se van a amplificar; la polimerasa; los iniciadores o cebadores (fragmento

de ADN de 15-30 nucleodtidos que flanquean la region a amplificar y que aportan el




extremo 3’ libre para que inicie la transcripcion); desoxinucledtidos (dNTPs); cloruro de
magnesio (MgCl,) u otro cofactor necesario para que trabaje la polimerasa y una solucién
amortiguadora que mantenga el pH apropiado para que se lleve a cabo la sintesis, esta
mezcla se somete a la repeticion de varios ciclos a diferentes temperaturas (ciclo de PCR)
que sustituye a la mayoria de las proteinas que actiian en la replicacion celular (Cornejo et

al., 2014).

1.3.3.2.Metodologia general

Lo mejor es tratar de empezar con las mismas condiciones que se hayan reportado para el
oligonucleotido que se esta utilizando. Cuando se trata de oligonucleotidos disefiados en el
laboratorio (0 que no estan reportados) se puede empezar a montar la técnica en
condiciones estdndares, y dependiendo del resultado, se hacen o no modificaciones. Se
recomienda buscar articulos que han trabajado con sistemas parecidos, ya sea el organismo,
el gen o el tipo de ADN que se desea trabajar, y empezar con las temperaturas que se
reportan. Para tener una idea de la temperatura de alineamiento que podria ser la mejor para
los oligonucleotidos se puede calcular la 7m de cada oligonucledtido que se utilice. Tm
significa en inglés “melting temperature" y se refiere a la temperatura a la que se hibridan o
se unen los oligonucleotidos en los sitios que son complementarios. Este proceso dependera
principalmente del tipo de uniones (dobles o triples enlaces de hidrégeno) que formaran sus
bases, y por eso la secuencia de cada oligonucledtido es la que se toma en cuenta para
conocer cual es la temperatura 6ptima para su alineamiento. Existen muchas maneras de
calcularla, por ejemplo una sencilla es (Espinosa, 2007):

Tm = 4(G+C) + 2 (A+T)

Conocer la Tm puede darnos una idea, pero no siempre es la temperatura que se utiliza en
el termociclador, ya que también los iones y otras sustancias que haya en la reaccion
pueden influir en la forma en que se unen los oligonucledtidos. Casi todos los ensayos de
PCR funcionan bien con 30 ciclos, aunque pueden usarse desde 20 ciclos hasta 35. La

metodologia general descrita aparece en la figura 6.

La electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida se usa para separar, identificar y
purificar los fragmentos de ADN resultantes de la PCR. Esta técnica es simple, rapida y
capaz de separar los fragmentos de ADN que no podrian ser separados por otras técnicas
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como la centrifugacion con gradiente de densidad. La localizacion del ADN en el gel puede
ser identificada si se tifie el gel con bromuro de etidio y se lee bajo luz ultravioleta, de esta
manera también pueden identificarse posibles contaminaciones. Los geles de agarosa y
poliacrilamida pueden utilizarse en diferentes combinaciones y condiciones, la decision
radica basicamente en el tamano del amplificado. Los geles de poliacrilamida son efectivos
para separar fragmentos pequefios de ADN (5-500 pb) o fragmentos que tienen un nimero
de pares de bases muy cercano. Los geles de agarosa tienen menos poder de resolucion pero
tienen un mayor intervalo de separacion, pueden separar fragmentos que van desde 50 pb
hasta varias megabases de longitud, generalmente se corren en configuracion horizontal

(Sambrook, 2001).

Etapas de la técnica

Antes de la PCR

a) Extraccion del ADMN

Durante la PCR

a) Preparacion de la muestra

b} Amplificacion

= Desnaturalzacian inicial

- Ciclos de la PCR: desnaturalizacion,
alineamientoy extension

= Extension final

Despueés de la PCR

a) Electroforesis

Figura 6 Diagrama de las etapas de la PCR (Cornejo et al.,
2014)




1.3.3.3.Etapas de la PCR

En la actualidad, para llevar a cabo la PCR, unicamente se necesita mezclar en microtubos
el ADN molde, la ADN polimerasa; los desoxirribonucleotidos adenina (dATP), guanina
(dGTP), citosina (dCTP) y timina (dTTP); una soluciéon amortiguadora; un cofactor de la
polimerasa (regularmente se usa magnesio) y los iniciadores o cebadores. La reaccion se
efectia en equipos conocidos como termocicladores que se programan para que produzcan

los ciclos de temperatura a los que se realiza la amplificacion (Espinosa, 2007).

Dentro del termociclador se dan las siguientes reacciones (véase figura 7) que conforman
las etapas de la PCR (Cornejo et al., 2014):

> Desnaturalizacion: En esta etapa es muy importante que el ADN molde se
desnaturalice completamente. Para lograrlo de manera adecuada se recomiendan
temperaturas de 94°C durante 30 segundos a 1 minuto. Si el ADN tiene un alto
contenido de guaninas y citosinas, se recomienda aumentar el tiempo o la
temperatura. La actividad de la enzima decrece muy rapido a partir de los 95°C, por
lo que a estas temperaturas o superiores es aconsejable disminuir el tiempo de
incubacion.

» Alineamiento: Al disminuir la temperatura de incubacion los iniciadores o
cebadores se unen al ADN molde en las zonas 3’complementarias. Ambos
cebadores se unen de manera especifica al ADN flanqueando el fragmento que se
quiere amplificar. En este caso, la temperatura y el tiempo van a depender de 3
factores relacionados con los iniciadores: la concentracion, el nimero de bases y el
porcentaje de guaninas-citosinas. En la practica, la temperatura de alineamiento
oscila entre 45 y 65°C durante un tiempo entre 30 segundos y 1 minuto. Un aumento
de temperatura o del tiempo favorece la especificidad porque disminuye las uniones
incorrectas de los cebadores con la hebra molde.

> Extension: Esta etapa, también conocida como elongacion, amplificacion o
polimerizacion, consiste en la sintesis de la nueva cadena de ADN, a partir del
extremo 3’ del cebador por accion de la ADN polimerasa, empleando como sustrato
los cuatro dNTPs. En la mayoria de las reacciones, la etapa de extension se realiza a

72°C porque es la temperatura a la cual la Taq polimerasa (enzima més utilizada)




alcanza su mayor actividad. El tiempo de extension depende de la longitud del

fragmento a amplificar, la Taq polimerasa afiade de 500 a 1000 nucleo6tidos por

minuto.

» Extension final: Generalmente, al terminar los ciclos, se realiza una ultima

extension de aproximadamente 5 minutos a 72°C para permitir que la polimerasa

termine de sintetizar todos los fragmentos que pueden haber quedado incompletos.

» Conservacion: Después de terminar los ciclos y la extension final, el termociclador

disminuye su temperatura hasta 4°C para conservar las muestras de ADN recién

sintetizadas.
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Figura 7 Esquema de las diferentes etapas de la PCR (Cornejo et al., 2014)

En cada ciclo posterior,

el numero de copias de
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forma exponencial




1.3.3.4.Ventajas y desventajas de la PCR
La Reaccion en Cadena de la Polimerasa tiene las siguientes ventajas (UNED, 2000):

> Rapidez y sencillez de uso: La PCR permite clonar ADN en pocas horas,
utilizando equipos relativamente poco sofisticados. Una reaccion de PCR tipica
consiste en 30 ciclos de desnaturalizacion, sintesis y reasociacion. Cada ciclo dura
tipicamente de 3 a 5 minutos y se utiliza un termociclador que lleva un
microprocesador para programar los cambios de temperaturas y el numero de ciclos
deseado. Esto supera ampliamente el tiempo requerido para la clonacion en células,
que suele ser de semanas, o incluso meses. Por supuesto, el disefio y sintesis de los
oligonucledtidos cebadores también lleva tiempo, pero este proceso ha sido
simplificado gracias a la aparicion de programas informaticos para el disefio de los
cebadores, y a la proliferacion de casas comerciales especializadas en la sintesis de
oligonucledtidos por encargo. Una vez que se pone a punto, la reaccion puede ser
repetida de forma sencilla.

> Sensibilidad: La PCR puede amplificar secuencias a partir de cantidades infimas de
ADN diana, incluso a partir de ADN contenido en una sola célula. Esta elevada
sensibilidad ha permitido el desarrollo de nuevos métodos para el estudio de la
patogénesis molecular y la aparicion de numerosas aplicaciones (ciencia forense,
diagnostico, estudios de paleontologia molecular, etc.) donde las muestras pueden
contener muy pocas células.

> Robustez: La PCR permite la amplificacion de secuencias especificas de material
que contiene ADN muy degradado, o incluido en un medio que hace problematica
su purificacion convencional. Esto hace que el método resulte muy adecuado para
estudios de antropologia y paleontologia molecular, en autentificacion de alimentos
se utiliza para analizar alimentos que por su proceso pueden presentar dafios en el
ADN de interés.

Las principales desventajas de la PCR son (UNED, 2000):

» Necesidad de disponer de informacion sobre la secuencia del ADN diana: Para
poder construir oligonucleotidos especificos que actlien como cebadores para la
amplificacion selectiva de una secuencia particular de ADN se necesita disponer de
alguna informacion previa sobre la propia secuencia a amplificar. Sin embargo, y
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para casos concretos, se han desarrollado varias técnicas que reducen o incluso
hacen desaparecer esta necesidad de disponer de informacidon previa sobre la
secuencia del ADN diana.

» Infidelidad en la replicacion del ADN: La clonacion del ADN en células pasa por
la replicacion del ADN in vivo, proceso asociado a una gran fidelidad de copiado
debido a la existencia, en la célula, de mecanismos de lectura y correccion de
errores. Sin embargo, cuando el ADN se replica in vitro la tasa de errores cometidos
durante el copiado se dispara.

» Peligro de contaminacion: La facilidad con que se amplifica el ADN exige evitar
el peligro de contaminacion inherente al poder multiplicador de la reaccion. El
hecho de que el método tenga una sensibilidad tan elevada significa también que se
deben extremar las precauciones para evitar la contaminacion de la muestra con

ADN extrano.

1.3.3.5.Aplicaciones de la PCR
A través del tiempo, la PCR ha ido adquiriendo cada vez mas importancia en distintos
campos cientificos, sus aplicaciones mas destacadas son (UNED, 2000):

1. Construccion de bibliotecas de ADNc: Una biblioteca de ADNCc es el conjunto de
clones obtenidos a partir de los ARNm de un tejido determinado de un organismo
completo. El ADNCc se sintetiza a partir de un mensajero y un cebador por accion de
la transcriptasa inversa. Los clones de ADNCc tienen una utilidad especial, ya que al
proceder de los mensajeros correspondientes, carecen de intrones. Si lo que se
pretende es expresar un gen eucariota en un sistema procariotico, se debera clonar a
partir de su ADNc y no de su secuencia genémica. La mayoria de los genes
eucaridticos clonados han sido aislados a partir de bibliotecas de ADNc. La
elaboracion de una biblioteca de ADNc implica el aislamiento de la poblacion total
de mensajeros celulares y su transcripcion revertida a ADN.

2. Investigaciones forenses: La PCR resulta ser una herramienta muy poderosa para
las aplicaciones forenses ya que las muestras que se requieren para los analisis son
minusculas. Cada vez con mayor frecuencia se caracterizan muestras forenses a

nivel de ADN con el fin de inculpar o exculpar a un sospechoso. Cualquier resto




biologico - sangre, saliva, orina, pelos, piel, huesos - puede servir para el analisis.
De 2ul de sangre, 20 de saliva, o de un pelo arrancado de raiz, se puede extraer
suficiente ADN (50 nanogramos) para amplificarlo por PCR y caracterizarlo.
Inclusive muestras de ADN degradado, con sélo algunas secuencias maltrechas de
nucledtidos, pueden ser amplificadas por PCR.

Diagnostico médico: La PCR ha permitido el desarrollo de nuevas estrategias
diagnosticas en numerosos campos de la medicina. La manera clasica de
diagnosticar enfermedades infecciosas causadas por virus, consiste en detectar los
anticuerpos que el paciente produce contra el virus. Si hay anticuerpos circulantes
se sabe que hay o hubo infeccidon, pero no se puede distinguir entre las dos
posibilidades. En cambio, la deteccion directa del genoma del patégeno mediante
PCR permite saber con certeza si hay o no infeccion en el momento del analisis.
Autentificacion de especies en alimentos: Como se menciond anteriormente,
existe un gran problema en cuanto al etiquetado y declaracion de ingredientes en los
productos alimenticios y esto afecta a la poblacion en diferentes maneras. Muchas
empresas productoras han engafiado a los consumidores utilizando o sustituyendo
en la fabricacion de sus productos ingredientes no declarados en sus etiquetas para
obtener mayores ganancias. Esto impacta de manera negativa tanto la salud y
seguridad como la economia de los consumidores por lo cual se necesitan métodos
para detectar dichas adulteraciones (Thitika ef al., 2014). La reaccién en cadena de
la polimerasa constituye una técnica alternativa a los métodos tradicionales de
identificacion de especies en alimentos, basados en el andlisis de proteinas mediante
técnicas electroforéticas o cromatograficas. La técnica de la PCR permite analizar
muestras conservadas en condiciones deficientes o sometidas a tratamientos
térmicos, incluso de esterilizacion, utilizando una minima cantidad de muestra. El
punto critico del ensayo de PCR es la seleccion de un marcador genético apropiado
y el disefio de cebadores que permitan su amplificacion. En el disefio de cebadores,
se pueden utilizar las secuencias génicas de diversas especies conocidas para buscar
regiones conservadas sobre las que disefiar cebadores universales, que permitan la

amplificacion de un mismo gen en una gran variedad de especies.
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Justificacion del proyecto

Durante los ultimos afios, en México han aumentado los casos conocidos de adulteracion en
alimentos. La carne utilizada para elaborar hamburguesas y chorizo ha sido adulterada con
carne de caballo, la cual es mas barata. Ademads, al no estar regulado su consumo la carne
de caballo puede ser producida en condiciones sanitarias no favorables poniendo en riesgo
la salud de los consumidores (Mondragon y Ulloa, 2011). La carne picada también puede
estar adulterada, por su popularidad y versatilidad, con proteinas de soya que no son
reportadas en el etiquetado de los productos producidos con dicha carne como son

empanadas, salami, albondigas, salchichas, etc (Kamruzzaman et al., 2014).

Los consumidores estan conscientes de que el consumo de productos adulterados es
riesgoso para la salud, por esto han exigido a la industria carnica métodos rapidos, sensibles

y exactos que permitan detectar dichas adulteraciones (Kamruzzaman ef al., 2014).

Para asegurar que el producto final (en este caso salchichas) realmente contenga las
especies carnicas reportadas en su etiqueta, en este trabajo se propone la utilizacion de la
PCR como una técnica de autentificacion de especies en salchichas comerciales ya que,
como se menciond anteriormente, ofrece una fidelidad de resultados superior a cualquier
otro método de analisis molecular debido a que se trabaja con el ADN de cada especie a
evaluar y este siempre serd el mismo en cualquier tejido del organismo del cual sea extraido
no importando si fue sometido a procesos industriales, lo que elimina la posibilidad de
identificar una especie erronea. Al proceder de esta manera se puede asegurar que los
consumidores estan adquiriendo un producto que corresponde al etiquetado del mismo, que
no correran riesgos de salud al consumirlo, que no se involucra con sus creencias religiosas

y que corresponde realmente al valor que estan pagando por dicho producto.




Capitulo 2. Metodologia experimental

2.1. Cuadro metodolégico

Problema: Deteccion de especies animales no reportadas en
la etiqueta de salchichas comerciales mediante la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa

Objetivo general: Evaluar la presencia de especies animales
no reportadas en la etiqueta de salchichas comerciales en
Mexico por medio de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa {PCR) para determinar posibles adulteraciones,

Hipétesis: Si, cn la visualizacién de resultados en los geles
de agarosa de la electroforesis, alguna(s) de las bandas de
ADN obtenidas a partir de muestras biologicas de carne de
cerdo, res, pollo, pavo y caballo coinciden con alguna(s) de
las bandas obtenidas de cada muestra comercial analizada
mediante PCR v no sc reporta su presencia en fa ctiqueta del
producto se concluye que se encuentra adulterado.

[

Objetive particular 1: Seleccionar la
zona de interés en el ADN de cada
especie a evaluar {cerdo, bovino,
pallo, caballo y pavo) asi como los
primers para cada especie mediante
programas bivinformaticos y articulos
publicados para la amplificacion
especifica del ADN.

Objetivo particular 2: Scleccionar
las muestras biologicas de carne de
cerda, havino, pollo, caballo y pava
en diferentes lugares de abasto para la
extraccién de ADN y la obtencion de
controles positivos en ¢l desarrollo de
la PCR para la deteccion de posibles
adulteraciones en productos cimicos
tipo salchichas.

Seleecion adecuada de una secuencia de
oligonucledtidos (primer frontal y
reverso) para cada especie a analizar por
medio de programas bioinformaticus y
articulos publicados

Objetivo particular 3: Evaluar
mediante PCR la especiticidad de los
primers seleccionados y sintetizados,

para la correcta amplificacion y

deteccion especifica de las especies de|
interes.,

PCR con primers especificos empleando
especies {ilogenéticamente cercanas

(cerdo, bovino, pollo, pave y cabalio) y
filogenéticamente lejanus (zanahoria,

Extraceion por el método de Sambrook

tomate verde y trigo)

Cuantiticacién de ADN por
espectrofotometria

Evaluacion electroforética de los
resultados de PCR en gel de agarosa al
1.5%

Ajuste de lus concentraciones por
dilucion

Visualizacion de resultados en
fotodocumentador

I

Objetivo particular 4: Diseiar la
metodologia de extraceion y
purificacion de ADN de muestras de
salchichas comerciales de diferentes
lugares de abasto para la cvaluacion y
deteccion de posibles especies
carnicas adulterantes,

I

Extraccion por el métado de Sambrook

l

Objetivo particular 5: Evaluar los
primers especiticos seleccionados y
sintctizados para cada especic, asi
como las condiciones seleccionadas
durante 1a obtencion del ADN de
salchichas comerciales en la
aplicacion de la PCR para la deteccidn

de la presencia de especies no
reportadas en la etiqueta de las
diferentes salchichas comerciales
elegidas.

Cuantificacion de ADN por
espectrofotometria

Evaluacion electroforética de los
resultados de PCR en gel de agarosa al
1.5%

Ajuste de las concentraciones por
dilucion

Visualizacion de resultados en
fotadocumentador

Figura 8 Cuadro metodologico

Resultados
|
Anilisis y discusion

Conclusiones y
recomendaciones




2.2. Material

2.2.1. Biologico
Muestras en fresco
Se obtuvieron 4 muestras de 100 g. de tejido de carne de cada una de las especies a evaluar
de diferentes lugares de abasto popular (expendios) a excepcion de la muestra para caballo
la cual fue una muestra sanguinea provista por el laboratorio de biotecnologia de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Campo 4. Cada muestra fue mantenida en
congelacion hasta el dia de su uso.
Muestras procesadas
Se llevd a cabo un muestreo de 11 diferentes marcas comerciales de salchichas en
diferentes tiendas comerciales. Se recolecto en promedio 1 salchicha por cada marca
comercial a analizar y se mantuvo en refrigeracion a 4°C hasta el dia de su uso en el
laboratorio.

2.2.2. Primers
El cuadro 7 describe las secuencias, gen y tamafio de los primers utilizados, estos se
encuentran debidamente referenciados en los resultados del objetivo particular 1.

Cuadro 7 Secuencias de los diferentes primers utilizados.

Tamaiio del
Especie Gen Secuencia de oligonucledtidos amplificado

(pb)

Primer Frontal:

sm | T 5" GAC CTC CCA GCT CCA TCA AAC ATC TCA TCT TGA TGA -
AA 3’

Reverso:
Pollo Cytb 5" AAG ATA CAG ATG AAG AAG AAT GAG GCG 3’ 227

Caballo Cytb Reverso: 439
5> CTC AGA TTC ACT CGA CGA GGG TAG TA 3’

Frontal:

ATPasa
5> GCC TAA ATC TCC CCT CAA 3’
Cerdo subunidad Reverso 210
Vi N
8

5" GAA AGA GGC AAATAGATTT 3’

Frontal:
Res Calpaina 5"GTG ACTTTG TGC TGC GTT TCT 3’ 261
Reverso:
5"CCT TGC TGG CTA GAG ACCAA 3’

Frontal:
Pavo Cytb 5’ CGG CTC CCT ACT AGC AGT ATGCC 3’ 290
Reverso:

5" CCT ACA AAG GCT GTT GCT ATG AGG 3’




2.3. Metodologia

2.3.1. Preparacion de la muestra para la extraccion de ADN
Las muestras de tejido de carne de cada especie y la muestra sanguinea de caballo fueron
conservadas en congelacion hasta el dia de su uso, asimismo las muestras de salchichas
comerciales fueron conservadas en refrigeracion. Se tomo 1 g de cada muestra y se trituro

en un mortero hasta obtener trozos muy pequefos.

2.3.2. Extraccion y purificacion de ADN
Se utilizdé el método descrito por Sambrook, 2001. Este procedimiento se divide en 3
etapas:
Lisis celular y rompimiento del tejido
Se pesaron 0.125 g de cada muestra (tejido de carne o salchicha comercial seglin cada caso,
para la muestra sanguinea se tomaron 50 pL) y se trasladaron a un tubo eppendorf,
posteriormente se adicionaron 1250 pL de solucion de lisis (Tris base 50 nM, pH=8, EDTA
0.1M, SDS 0.5%) y se solubilizaron en un agitador Vortex Genie modelo K 55-G. Después
se adicionaron 7 pL de la enzima proteinasa K a una concentracion de 20 mg/ml y se
colocaron en un calentador para tubos (Termoblok) marca Eppendorf a 50°C durante 2
horas para permitir la accion de la enzima. Una vez transcurrido este tiempo se elevo la
temperatura del Termoblok a 60°C para inactivar la enzima.
Extraccion de proteinas y polisacaridos
Se adicionaron 250 pL de mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y se mezclo el
tubo con suaves movimientos. Despues se centrifugd la muestra en una microcentrifuga
marca Eppendorf modelo Minispin Plus a 10,000 RPM durante 10 minutos, del producto
obtenido se separ6 la fase acuosa que es la que contiene el ADN y se traslado a dos tubos
eppendorf nuevos.
Precipitacion y purificacion del ADN
Se adicionaron 1000 puL de etanol frio a cada tubo y se mezclaron suavemente. Despues de
esto se volvieron a centrifugar los tubos a 10,000 RPM durante 10 minutos y al termino se
decanto el etanol con ayuda de una micropipeta, en esta etapa se pudo visualizar el ADN
como un pellet blanco al fondo del tubo. Se dejo secar el ADN en el Termoblok a 37°C, se
agregaron 100 pL. de agua libre de nucleasas para solubilizarlo y resuspenderlo y se

mantuvo en congelacion para su posterior analisis.




Puede haber ocasiones en las que el ADN resulte contaminado ya sea con polisacaridos,
proteinas o ARN (dependiendo la lectura obtenida en la cuantificacion del ADN extraido)
en cuyo caso se puede volver a realizar el procedimiento a partir de la extraccion de

proteinas y polisacaridos pero esto puede dafiar al ADN por lo que se deja a consideracion.

2.3.3. Cuantificacion del ADN
El ADN se cuantifico en un espectrofotometro marca Accesolab modelo NanoDrop ND-
1000 en donde se obtuvieron 2 parametros importantes:

» Relacion 260/280: Indica si el ADN se encontrd puro o contaminado ya sea con
proteinas o con ARN. La lectura que indica que el ADN se encontré puro es 1.8, si
la lectura resulta por arriba de dicho valor significa que el ADN fue contaminado
con ARN vy si la lectura resulta por debajo de dicho valor significa que el ADN fue
contaminado con proteinas.

» Cantidad de ADN en la muestra en ng/pL

Para la cuantificacion de ADN se realiz6 la medicion a una longitud de onda de 260 y 280
nm, para esto se colocaron 2 pL de agua libre de nucleasas para calibrar el equipo y dentro
del software del espectrofotometro se pulso la tecla “OK”. Una vez terminada la calibracién
se limpi6 el sensor del espectrofotometro, se colocaron nuevamente 2 pL. de agua libre de
nucleasas para realizar la medicion del blanco y se pulso en el boton “Blank” del software.
Se siguid el mismo procedimiento para llevar a cabo la medicion de la muestra solo que
esta vez se pulso el boton “Measure” del software y se registraron los pardmetros
anteriormente descritos.
2.3.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR se realiz6 con la ayuda de un Kit para PCR marca Promega, en este se incluyen:

» Agua libre de nucleasas

» Solucion Master Mix (50 unidades de Taqg DNA polimerasa, 400 uM de cada ANTP
y 3 mM de MgCl,)

Se mezclaron en un solo tubo el Master Mix marca Promega incluido en el kit, los primers
frontal y reverso de acuerdo a la especie a evaluar y agua libre de nucleasas en las
proporciones mostradas en la tabla 8. El volumen final fue de 12.5 pL y correspondio al
tubo marcado como blanco. En base a estas cantidades se realizo el calculo para las

muestras analizadas.




Cuadro 8 Proporcion de reactivos para cada tubo de PCR

Reactivo Cantidad
Master mix 6.25 uL
Primer frontal 0.25 uLL
Primer reverso 0.25 pLL
Agua libre de nucleasas 5uL

Una vez efectuado el calculo y realizado la mezcla de reactivos se dividio la mezcla entre el

numero total de tubos y a cada uno se le adicionaron 0.75 pL de ADN de la especie a

evaluar (a excepcion del blanco en el cual se adiciono 0.75 pL de agua libre de nucleasas

para completar el volumen). Posteriormente se introdujeron los tubos en un termociclador

marca Apollo modelo ATC401 CLP en el cual se programaron los ciclos y condiciones

para llevar a cabo la PCR y una vez terminada la prueba las muestras se conservaron en

congelacion para su posterior analisis en electroforesis.

Etapas y ciclos de la reaccion

Para la identificacion de la presencia de carne de pollo y caballo se utilizaron las

condiciones reportadas por Matsunaga ef al., 1998, las cuales corresponden a las siguientes:

94 °C I 94 °C

S5min | 30s 72°C 72 °C | | 35 ciclos |

1 1 i R
| 60 °C 30s | 7 min |
1 1 1 o
. 30 s . . 4°C
1 1 1
1 | | Infinito

Etapa de Etapa que se repite ciclicamente Etapa final Conservacion

desnaturalizacion

Figura 9 Programa de PCR para la identificacion de la presencia de carne de

pollo y caballo




Para la identificacion de la presencia de carne de cerdo se cred un programa de PCR

basandose en las recomendaciones del fabricante del Master Mix y en la temperatura de

hibridacién de los primers que es de 52°C en promedio. Las condiciones son las siguientes:

95ec ! 95°C
! | 1

2min. | 40s 72°C 1 72°C 1
I I i
. 40s - 5 min .
1 52 °C 1 |
I I I
i 40 s I |
I I35 ciclos | : ! 4°C
1 - s = . 1 1
. . . Infinito
1 1 1

Etap a‘de . Etapa que se repite ciclicamente Etapa final Conservacion
desnaturalizacion

Figura 10 Programa de PCR para la identificacion de la presencia de carne

de cerdo

Para la identificacion de la presencia de carne de pavo se utilizaron las condiciones

descritas por Hernandez ef al., 2011 las cuales corresponden a las siguientes:

94 °C

10 min

94 °C
3 min 72 °C

1 min
60 °C

1 min

! 35 ciclos I

72 °C

10 min

4°C

Infinito

Etapa de
desnaturalizacion

Etapa que se repite ciclicamente

Etapa final

Conservacion

Figura 11 Programa de PCR para la identificacion de la presencia de carne

de pavo




Finalmente, para la identificacion de la presencia de carne de res se utilizaron las

recomendaciones descritas por Casas et al, las cuales corresponden a las siguientes:

94 °C 94 °C

1 | |

2min | 30s 72°C 1 72°C |
. ] i
. 30s - 5 min
1 62 °C 1
| ! !
i 30s I I
! I35 ciclos | ! : 4°C
1 - = - 1 1

: Infinito
1 1 1
Etapa‘de ‘ Etapa que se repite ciclicamente Etapa final Conservacion
desnaturalizacion

Figura 12 Programa de PCR para la identificacion de la presencia de carne
de res

2.3.5. Electroforesis en gel de agarosa
Para llevar a cabo la electroforesis se colocaron 50 ml de amortiguador TRIS acetato y
EDTA (TAE) 50X en un matraz Erlenmeyer que ya contenia la Agarosa marca Gibco ERL
pesada para realizar un gel al 1.5%. Despues de esto se aumentd la temperatura de la
mezcla en un microondas para lograr su solubilizacion y, una vez fria la solucion, se le
adiciono una gota de bromuro de etidio (BrEt) a una concentracion de 10 mg/ml, se
solubilizo con movimientos suaves y se dejo enfriar sin llegar a solidificar. Posteriormente
se transfirio a un cassete de electroforesis que se coloco en una cdmara de electroforesis
marca Apollo modelo 75.710, se le colocaron los peines que forman los pozos donde se
deposita la muestra y se dejo solidificar. Una vez solidificado el gel se retiraron los peines y
se vertio solucion TAE 1X como solucion buffer, se prepararon las muestras para ser
cargadas en el gel mezclando 3 pL de BrEt, 3 puL de tinte cargador azul/naranja 6X marca
Promega y 5 pL de muestra de ADN proveniente de PCR sobre una ldmina de Parafilm y se
introdujeron en cada uno de los pozos del gel con ayuda de una micropipeta. Finalmente se
encendio la fuente de poder marca Bio-Rad modelo PowerPac 200 conectada a la camara

de electroforesis a 70 V y se dejo correr hasta que el tinte azul/naranja recorriera 4 del gel

s




y, una vez terminada la prueba, se visualizaron los resultados en un fotodocumentador de

luz UV marca Claver Scientific LTD

Nota: Para cargar el marcador de peso molecular marca Promega necesario para conocer el
numero de pares de bases de cada amplificado solo se tomaron 2 pL. del mismo, los demaés

reactivos permanecieron en las mismas proporciones.

Capitulo 3. Analisis y discusion de resultados

3.1.0bjetivo particular 1

Seleccionar la zona de interés en el ADN de cada especie a evaluar (cerdo, bovino, pollo,
caballo y pavo) asi como los primers para cada especie mediante programas
bioinformaticos y articulos publicados para la amplificacion especifica del ADN.

Primers para la identificacion de carne de pollo y caballo

Para seleccionar la zona de amplificacion de pollo y caballo, se refirid6 a un trabajo
publicado con anterioridad por Matsunaga et al., 1998 en donde se reportan los primers
utilizados para detectar la presencia de carne de pollo y caballo asi como un primer frontal
universal (SIM). Los primers reversos fueron disefiados en base a las secuencias del
citocromo b publicadas en el GenBank. También se utilizaron las condiciones para realizar

la PCR y el numero de ciclos a trabajar.
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A quick and simple method for the identification of meat species
and meat products by PCR assay
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*Japan Meat Processors Association, Ebisu 1-5-6 Shibuya-ku, Tokyo 150, Japan
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Figura 13 Portada del articulo publicado por Matsunaga (Matsunaga et al., 1998)
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La secuencia de los primers disenados en el articulo es la siguiente, en rojo se marcan el primer SIM y las secuencias complementarias

de los primers para la identificacion de la presencia de carne de pollo y caballo:

w
=

ACC TCCCABCTCCATCAAACATCTC ICTTGATGAA l 120
................................... TTTGGATCCCTCCTAGGAATTTGCCTAATCTTACAAATCCTGACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTATACATCCGACACA

........... 8.8.............0...... . CTTCGGTTCCCTCTTAGGCATCTGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA
..... B...8.8. ......0....B.......CTTCGGCTCCCTCCTAGGAATCTGCCTAATCCTCCAAATCTTAACAGGCCTATTCCTAGCCATACACTACACATCAGACACG
240

TceceTaceeTTd ... 8. B8 .B .8 .ACGTACAATACGGCTGACTCATCCGGAATCTCCACGCAMCG TTCACATCGGA
ACAACAGCATTH. .. .... B 5.0 .B .8 . ACGTGAACTACGGCTGAATCATCCGATACATACACGCAAACGGH Il B & I U ... & 40 ATGCACGIAGGA
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360
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CGAGGETTATATTACGGGTCTTACACTTTTCTAGAAACATGAAATATTGGAGTAATCCTTCTGCTR &l .. ........... . ... GATACGTCCTACCATGAGGACAAATATCA
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TTTTGAGGGGC. . . ....... [ .-.. BB AATCCCATATATTGGE. . 0.8 . .0... .. | P
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Figura 14 Secuencia de los primers utilizados. SIM: primer frontal universal; C: Pollo y H: Caballo (Matsunaga et al., 1998).
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Como puede observarse, el primer universal (SIM) tiene, en su extremo 5’ una secuencia
parecida a las secuencias complementarias de las especies a estudiar. Esto indica que va a
hibridar con cada una de las especies por separado aunque no en su totalidad, sino en
ciertas regiones donde por complementariedad de bases pueda unirse satisfactoriamente,
esto es lo que lo caracteriza como universal.

Debido a que las secuencias de cada especie son parecidas, los primers reversos fueron
disefiados en sitios en donde la cadena comienza a diferenciarse de las demas en el orden de
los nucledtidos. Esto garantiza que los primers reversos solo amplificaran para la especie

para la cual fueron disefiados y no para otras especies.

Primers para la identificacion de carne de cerdo y pavo

Para la seleccion de la zona de amplificacion para la deteccion de estas especies se refirio a
un trabajo publicado por Herndndez et al., 2011 en donde se reportan primers para ambas
especies. El primer para la identificacion de carne de cerdo fue disefiado en base a la region
codificante para ATPasa subunidad 8 mientras que el primer para la identificacion de carne
de pavo fue disefiado en base al gen codificante del citocromo b, ambos contenidos en el

ADN mitocondrial.

Primers para la identificacion de carne de res
Los primers utilizados para la deteccion de carne de res fueron disefiados por Casas et al.,

2005, los cuales corresponden al gen codificante de la calpaina, marcador molecular C-530.

3.2.0bjetivo particular 2

Seleccionar las muestras biologicas de carne de cerdo, bovino, pollo, caballo y pavo en
diferentes lugares de abasto para la extraccion de ADN y la obtencion de controles
positivos en el desarrollo de la PCR para la deteccion de posibles adulteraciones en
productos carnicos tipo salchichas.

Las muestras de tejido de las diferentes especies mencionadas (a excepcion del caballo y
pavo) se obtuvieron en una tienda de autoservicio. El ADN de pavo se extrajo de una
muestra de tejido obtenida en el taller de carnicos de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan campo 4 y el ADN de caballo se obtuvo a partir de la extraccion en una muestra
sanguinea provista por el laboratorio de biotecnologia de la misma facultad. Cada muestra
fue empaquetada independientemente para su transporte y mantenida en congelacion hasta

m
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el dia de la extraccion de ADN. La extraccion se realizo siguiendo el método propuesto por
Sambrook, 2001 en el que se obtuvieron las siguientes concentraciones de ADN total sin
diluir.

Cuadro 9 Resultados de la extraccion de ADN de muestras biologicas.

Muestra Relacion 260/280 ADN extraido en ng/pl
Pollo 1.1 1.81 1,066.7
Pollo 1.2 1.88 994.2
Bovino 1.1 1.55 529.7
Bovino 1.2 1.60 483.2
Cerdo 1.1 1.88 650.9
Cerdo 1.2 1.98 588.4
Pavo 1.1 1.94 1,985.8
Pavo 1.2 1.89 2,406
Caballo 1.1 1.5 90
Caballo 1.2 1.44 53.9

En el cuadro 9 se puede observar que la relacion 260/280 se encuentra entre 1.8 y 1.9 (a
excepcion de las muestras de caballo y bovino) lo que indica que el ADN extraido se
encuentra relativamente libre de contaminacién por proteinas o ARN y permitié llevar a
cabo la PCR. En las muestras de caballo se obtuvo una cantidad de ADN muy baja y una
relacion 260/280 que indica contaminacion por proteinas, en las muestras de bovino solo se
presentd contaminacion por proteinas. Esto se debe a que la muestra de sangre de caballo se
mantuvo en almacenamiento mucho tiempo lo que degrado el ADN contenido, debido a
esto, las proteinas se encuentran en mayor proporcidon en ambas muestras, aun asi no
representan un problema ya que las altas temperaturas experimentadas en el termociclador

pueden desnaturalizarlas.

La cantidad de ADN obtenido en la extraccion es muy elevada para llevar a cabo la PCR ya
que de una pequeia cantidad de ADN se obtienen millones de copias, por lo que las
muestras fueron diluidas, ajustando su concentracion a 60 ng/ul. Los resultados de las

diluciones son los siguientes:
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Cuadro 10 Resultados obtenidos de las diluciones de ADN extraido de muestras bioldgicas.

Muestra Relacion 260/280 ADN extraido en ng/pl
Pollo 1.1 1.76 76.1

Bovino 1.2 1.57 71.6

Cerdo 1.1 1.83 69.4

Pavo 1.1 1.86 63.2

En el cuadro 10 se observa que la relacion 260/280 permanece en valores de 1.7 a 1.8
(exceptuando bovino) lo que sigue indicando que el ADN se encuentra relativamente libre
de contaminacion por proteinas o ARN para realizar la PCR. A pesar de que la muestra de
bovino resulto contaminada con proteinas (de acuerdo a la relacion 260/280 obtenida) no
representa un problema ya que estas se desnaturalizaran dentro del termociclador. De las 10
muestras extraidas sin diluir las que se usaran como controles positivos son: pollo 1.1,
bovino 1.2, cerdo 1.1 y pavo 1.1 debido a que la cantidad de ADN presente es suficiente
para llevar a cabo la PCR. No fue necesario diluir el ADN extraido de caballo ya que las

cantidades obtenidas son bajas. El control positivo a utilizar serd caballo 1.1.

3.3.0bjetivo particular 3

Evaluar mediante PCR la especificidad de los primers seleccionados y sintetizados, para la
correcta amplificacion y deteccion especifica de las especies de interés.

La especificidad de los distintos primers se probé mediante PCR en donde se mezcl6 cada
primer seleccionado con distintas especies filogenéticamente cercanas (cerdo, res, pollo,
pavo y caballo) y filogenéticamente lejanas (zanahoria, tomate verde y trigo). En esta
prueba cada primer solo debe amplificar con la especie para la cual fue disefiado con lo que
se concluird si es o no especifico para la especie para la cual se disefi6. Esta prueba se

realizd para evitar errores en la deteccion de las especies de interés.
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Prueba de especificidad del primer para la identificacion de carne de res

Esta prueba se realiz6 bajo las condiciones de PCR descritas en la figura 12. Los resultados

fueron los siguientes:

1500 pb

1400 pb

1000 pb

600 pb

500 pb
400 pb

300 pb Res, 261 pb

200 pb
100 pb

Figura 15 Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de la prueba de especificidad del
primer para la identificacion de carne de res. 1) Marcador de peso molecular; 2)Blanco; 3) Res;
4)Pollo; 5) Cerdo; 6) Caballo; 7) Pavo; 8) Zanahoria; 9) Tomate verde; 10) Trigo

Como puede observarse en la figura 15 s6lo amplifico el control positivo de carne de res, lo
que demostro que los primers utilizados para dicha especie son especificos y no hibridaran

con otras especies al momento de efectuar las pruebas en muestras comerciales.

j




Prueba de especificidad del primer para la identificacion de carne de cerdo

Para esta prueba se utilizaron las condiciones descritas en la figura 10. Los resultados

fueron los siguientes:

1500 pb

1400 pb

1000 pb

600 pb
500 pb

400 pb

300 pb

C 21
200 pb erdo, 210 pb

100 pb

Figura 16 Gel de agarosa al 1.5% donde se muestran los resultados de la prueba de especificidad
del primer para la identificacion de carne de cerdo. 1) Marcador de peso molecular; 2)Blanco; 3)
Res; 4) Pollo; 5) Cerdo; 6) Caballo; 7) Pavo; 8) Zanahoria; 9) Tomate verde; 10)Trigo

En la figura 16 se observa que la tnica especie que amplifico fue el control positivo de
carne de cerdo por lo cual también se concluyd que este primers es especifico para dicha

especie.
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Prueba de especificidad del primer para la identificacion de carne de pollo
Las condiciones de esta prueba fueron establecidas en la figura 9. En esta prueba se utilizd
un primer universal denominado SIM que fue disefiado a partir de la semejanza entre

secuencias previamente seleccionadas de diferentes especies (entre ellas pollo y caballo)

como se muestra en la figura 14.

Los resultados de la prueba fueron los siguientes:
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/
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400 pb ;

300 pb —> Pollo, 227 pb

Figura 17 Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de la prueba de especificidad del
primer para la identificacion de carne de pollo. 1) Marcador de peso molecular; 2)Blanco; 3) Pollo;
4) Res; 5) Cerdo; 6) Caballo; 7) Pavo; 8) Zanahoria; 9) Tomate verde; 10)Trigo

En esta prueba (figura 17) se observa que el amplificado correspondiente a ADN de pollo
es muy tenue, casi invisible, esto debido a que al principio el primer universal SIM se
encontraba contaminado, por lo que fue necesario realizar lavados utilizando un kit para
extraccion de ADN llamado “Wizard Magnetic DNA Purification System for Food” con lo

cual se logréo mejorar la calidad del primer. También pudo deberse al estado del ADN de
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pollo extraido al momento de la prueba. Sin embargo, los resultados mostraron que los
primers utilizados solo hibridaron con la especie de interés por lo que se concluy6 que son

especificos.

Prueba de especificidad del primer para la identificacion de carne de pavo
La prueba de especificidad para los primers de pavo se realizd bajo las condiciones
establecidas en la figura 11. Esta fue la prueba mas larga, teniendo una duracion total de 4

horas. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

1500 pb \
1400 pb \

1000 pp —>

600 pbp —>
/
/

400 pb ——> Pavo, 290 pb
300 pb —

200 pb/
100 pb——7

500 pb

Figura 18 Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de la prueba de especificidad del

primer para la identificacion de carne de pavo. 1) Marcador de peso molecular; 2)Blanco; 3) Pavo;

4) Pollo; 5) Res; 6) Cerdo; 7) Caballo; 8) Zanahoria; 9) Tomate verde; 10)Trigo
Se observa en la figura 18 que el amplificado correspondiente a ADN de pavo esta
claramente definido ya que el ADN se extrajo de una muestra fresca de tejido procedente
del taller de carnicos por lo que se conservd en Optimas condiciones hasta el momento de la
prueba. Como el unico amplificado corresponde a pavo se concluyd que los primers

utilizados son especificos para dicha especie.

S




Prueba de especificidad del primer para la deteccion de carne de caballo
Se realizé la prueba de especificidad para los primers de caballo bajo las condiciones
establecidas en la figura 9.

Los resultados de la prueba fueron los siguientes:

1500 pb

1400 pb

1000 pb

600 pb
400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Figura 19 Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de la prueba de especificidad del primer
para la identificacion de carne de caballo. 1) Marcador de peso molecular; 2)Blanco; 3) Caballo; 4)
Pollo; 5) Res; 6) Cerdo; 7) Perro; 8) Zanahoria; 9) Tomate verde; 10)Trigo.

En la figura 19 se observa que el amplificado correspondiente a ADN de caballo es muy
tenue, esto se debe a la baja cantidad de ADN extraido de la muestra sanguinea, sin
embargo, fue posible la identificacion de la especie. También puede observarse que
ninguna otra muestra amplifico por lo cual se concluyd que los primers utilizados son

especificos para dicha especie.

En resumen, las 5 diferentes pruebas de especificidad realizadas demostraron que los
primers seleccionados son especificos para cada especie para la cual fueron disefiados, por
lo que fueron utilizados para la identificacion de las especies mencionadas en muestras

comerciales.
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3.4.0bjetivo particular 4

Diseriar la metodologia de extraccion y purificacion de ADN de muestras de salchichas
comerciales de diferentes lugares de abasto para la evaluacion y deteccion de posibles
especies carnicas adulterantes.

Se obtuvieron 11 muestras diferentes de salchichas comerciales en diferentes
establecimientos (tiendas de conveniencia y de autoservicio) y se procedio a realizar la
extraccion de ADN de cada muestra mediante el protocolo descrito anteriormente por

Sambrook. Los resultados obtenidos de la extraccidon se muestran a continuacion:

Cuadro 11 Resultados obtenidos de la extraccion de ADN sin diluir de salchichas comerciales.

Muestra Relacion 260/280 Concentracion de ADN en
ng/pnL
Muestra comercial 1 1.91 1,282.2
Muestra comercial 2 1.8 1,056
Muestra comercial 3 1.88 1,202.8
Muestra comercial 4 1.82 1,518.5
Muestra comercial 5 1.74 2,0184
Muestra comercial 6 1.71 1,699.1
Muestra comercial 7 1.75 54.6
Muestra comercial 8 1.76 9717.7
Muestra comercial 9 1.89 578
Muestra comercial 10 1.69 1,049.9
Muestra comercial 11 1.9 694.2

En los resultados se observd que las cantidades de ADN obtenidas por lo general fueron
altas, a excepcion de la muestra comercial 7 en donde se obtuvo una cantidad muy baja de
ADN, esto pudo deberse a la distribucion no equitativa del sobrenadante resultante de la
centrifugacion con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico en la extraccion. También se
observo que los resultados de la relacion 260/280 se mantienen en un intervalo de 1.6 a 1.9
lo que indica que el ADN extraido se encuentra relativamente libre de contaminacion por

proteinas o ARN y se puede realizar la PCR. La diferencia existente en los resultados de
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extraccion de la muestra comercial 7 no es significativa por lo que también se encuentra

libre de contaminacion.

Debido a que la cantidad obtenida de ADN fue muy elevada (a excepcion de la muestra

comercial 7) se diluyeron las muestras para ajustarlas a una concentracion de 60 ng/uL para

poder llevar a cabo la PCR. Los resultados de las diluciones se muestran a continuacion:

Cuadro 12. Resultados obtenidos de las diluciones de ADN de las salchichas comerciales.

Concentracion de ADN en

Muestra Relacion 260/280
ng/nLL

Muestra comercial 1 1.92 71

Muestra comercial 2 1.81 67.7
Muestra comercial 3 1.81 66.9
Muestra comercial 4 1.86 72.4
Muestra comercial 5 1.71 85.3
Muestra comercial 6 1.56 94.7
Muestra comercial 7 1.75 54.6
Muestra comercial 8 1.76 77.6
Muestra comercial 9 1.81 67.5
Muestra comercial 10 1.66 62.5
Muestra comercial 11 1.76 62.4

Al realizar las diluciones se observo que la relacion 260/280 de las muestras se mantiene en

un intervalo de 1.6 a 1.9 (esta vez a excepcion de la muestra comercial 6) lo que indica que

el ADN diluido se encuentra libre de contaminacion para realizar la PCR. La diferencia

existente en la muestra comercial 6 no es significativa por lo que puede utilizarse para la

reaccion.

También se observd que las concentraciones de ADN varian entre 50 y 90 ng/pL, esto

debido a que la cantidad de ADN cuantificada en las muestras sin diluir es aproximada con

lo cual los célculos realizados para las diluciones también son aproximados y esto es lo que

provoco que las muestras de ADN diluidas tuvieran dichas variaciones.
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3.5.0bjetivo particular 5

Evaluar los primers especificos seleccionados y sintetizados para cada especie, asi como
las condiciones seleccionadas durante la obtencion del ADN de salchichas comerciales en
la aplicacion de la PCR para la deteccion de la presencia de especies no reportadas en la
etiqueta de las diferentes salchichas comerciales elegidas.

Se llevo a cabo la PCR en cada una de las muestras comerciales en busca de las especies
adulterantes mencionadas. Cada prueba se llevo a cabo bajo las condiciones establecidas
con anterioridad. Los resultados fueron los siguientes.

Prueba en salchichas comerciales para la identificacion de la presencia de carne de res

Figuras 20 y 21 Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de la prueba para la identificacion de carne
de res en salchichas comerciales. 1)Marcador de peso molecular, 2)Blanco, 3)C+ de res, 4)Muestra comercial 1,
5)Muestra comercial 2, 6)Muestra comercial 3, 7)Muestra comercial 4, 8)Muestra comercial 5, 9)Muestra
comercial 6, 10)Muestra comercial 7, 11)Marcador de peso molecular, 12)Muestra comercial 8, 13)Muestra
comercial 9, 14)Muestra comercial 10, 15)Muestra comercial 11.

Los resultados de la prueba (figuras 20 y 21) mostraron que solo 2 muestras contienen
carne de res (carriles 5 y 10), mientras que las restantes no contienen. Estos resultados se
contrastaron mas adelante con lo que reporta la etiqueta de cada muestra. Se pudo observar
que el amplificado correspondiente a las muestras comerciales es tenue (figura 20) y esto
puede deberse a la cantidad de carne de res que contiene cada muestra ya que el C+ se

aprecia correctamente. El marcador molecular utilizado fue de 1,500 pb y el tamafio del

amplificado fue de 261 pb.
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Prueba en salchichas comerciales para la identificacion de la presencia de carne de cerdo

Figuras 22 y 23 Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de la prueba para la identificacion de carne
cerdo en salchichas comerciales. 1)Marcador de peso molecular, 2)Blanco, 3)C+ de cerdo, 4)Muestra comercial

de

1,

5)Muestra comercial 2, 6)Muestra comercial 3, 7)Muestra comercial 4, 8)Muestra comercial 5, 9)Muestra
comercial 6, 10)Muestra comercial 7, 11)Marcador de peso molecular, 12)Muestra comercial 8, 13)Muestra

comercial 9, 14)Muestra comercial 10, 15)Muestra comercial 11.

En las figuras 22 y 23 se muestran los resultados obtenidos en la prueba para la
identificacion de carne de cerdo en salchichas comerciales en donde se observd que la
mayoria de los amplificados son claramente visibles.

En esta ocasion, todas las muestras (a excepcion de la muestra comercial 3 representada en
el carril 6) mostraron la presencia de carne de cerdo. De estas muestras, las representadas
en los carriles 4, 5 y 9 son las que se presentaron mayor contenido de carne de cerdo que las
muestras restantes (aparentemente) en base a la intensidad de las bandas obtenidas. Estos
resultados se contrastaron con lo reportado en las etiquetas de dichas muestras, lo que se

muestra mas adelante. El tamafio del amplificado para cerdo fue de 210 pb.




Prueba en salchichas comerciales para la identificacion de la presencia de carne de pollo
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Figuras 24 y 25 Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de la prueba para la identificacion de carne de
pollo en salchichas comerciales. 1)Marcador de peso molecular, 2)Blanco, 3)C+ de pollo, 4)Muestra comercial 1,
5)Muestra comercial 2, 6)Muestra comercial 3, 7)Muestra comercial 4, 8)Muestra comercial 5, 9)Muestra comercial
6, 10)Muestra comercial 7, 11)Marcador de peso molecular, 12)Muestra comercial 8, 13)Muestra comercial 9,
14)Muestra comercial 10, 15)Muestra comercial 11.

Las figuras 24 y 25 mostraron que absolutamente todas las muestras analizadas contienen
carne de pollo. Mas adelante se contrasté si la etiqueta de las muestras reporta la adicion
dicha especie analizada. También se observo que dicha especie se encuentra en distintas
proporciones en cada producto analizado (esto en base a la intensidad de cada banda

obtenida). El tamafio del amplificado fue de 227 pb.

La sustitucion de carne de cerdo, res o pavo por carne de pollo puede ahorrar costos a la
empresa, sin embargo, si no se reporta la presencia de dichas especies o el producto tiene

denominacion de origen se estaria cometiendo una adulteracion.




Prueba en salchichas comerciales para la identificacion de la presencia de carne de pavo
: e
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Figuras 26 y 27 Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de la prueba para la identificacion de carne de
pavo en salchichas comerciales. 1)Marcador de peso molecular, 2)Blanco, 3)C+ de pavo, 4)Muestra comercial 1,
5)Muestra comercial 2, 6)Muestra comercial 3, 7)Muestra comercial 4, 8)Muestra comercial 5, 9)Muestra comercial
6, 10)Muestra comercial 7, 11)Marcador de peso molecular, 12)Muestra comercial 8, 13)Muestra comercial 9,
14)Muestra comercial 10, 15)Muestra comercial 11.

Como se observo en las figuras 26 y 27 solo 5 muestras de las 11 que fueron recolectadas
tuvieron presencia de carne de pavo en una cantidad significativa ya que el amplificado se
aprecia clara y notablemente. Esto se cotejé mas adelante con los ingredientes reportados
en la etiqueta de dichas muestras para identificar si existe fraude por parte de la empresa

que las elabord. El tamafio del amplificado es de 290 pb.

La sustitucion de carne de pavo con carne de otras especies repercute negativamente en la
calidad del producto final, en la aceptaciéon que el cliente tenga del mismo y en el
cumplimiento de la normatividad vigente, mas aun si dicho producto tiene denominacion de

origen.
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Prueba en salchichas comerciales para la identificacion de la presencia de carne de

caballo

Figuras 28 y 29 Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de la prueba para la identificaciéon de carne de
caballo en salchichas comerciales. 1)Marcador de peso molecular, 2)Blanco, 3)C+ de caballo, 4)Muestra comercial
1, 5)Muestra comercial 2, 6)Muestra comercial 3, 7)Muestra comercial 4, 8)Muestra comercial 5, 9)Muestra
comercial 6, 10)Muestra comercial 7, 11)Marcador de peso molecular, 12)Muestra comercial 8, 13)Muestra
comercial 9, 14)Muestra comercial 10, 15)Muestra comercial 11.

En las figuras 28 y 29 se observo que el unico amplificado que apareciod corresponde al
control positivo de caballo, de las 11 muestras analizadas ninguna muestra presentd carne
de caballo en su composicion, lo cual resulta benéfico para el consumidor. Los resultados
de la prueba no presentaron errores ya que el amplificado correspondiente a caballo se

aprecia clara y notoriamente. El tamafio del amplificado es de 439 pb.

La carne de caballo no es de consumo habitual como la carne de las demas especies
analizadas, sin embargo, se han reportado adulteraciones con carne de caballo en varios
productos carnicos por lo que se realizd esta prueba para verificar si existe o no este tipo de

adulteracion en salchichas comerciales.




3.6.Comparacion entre especies encontradas y especies reportadas
A continuacion se presenta un resumen de los resultados obtenidos en el analisis de las
muestras comerciales.

Cuadro 13. Comparacion entre especies reportadas y especies encontradas en las muestras comerciales analizadas.

Muestra Especies encontradas Especies reportadas en la
etiqueta del producto
Muestra comercial 1 de Cordo. Poll
. erdo, Pollo A d
salchicha de pavo Ve y eerdo
Muestra comercial 2 de Res. Cerdo. Pollo. P
es, Cerdo, Pollo, Pavo A d
salchicha tipo Viena Ve y oerdo
Muestra comercial 3 de
‘ . _ Pollo Ave
salchicha tipo Viena
Muestra comercial 4 de
) Cerdo, Pollo, Pavo Ave
salchicha de pavo
Muestra comercial 5 de
‘ ‘ ‘ Cerdo, Pollo Ave
salchicha tipo Viena
Muestra comercial 6 de Cerdo. Poll
‘ ‘ ‘ erdo, Pollo A d
salchicha tipo Viena Ve Y Cerdo
Muestra comercial 7 de
) Res, Cerdo, Pollo, Pavo Ave
salchicha de pavo
Muestra comercial 8 de Cerdo. Pollo. P
erdo, Pollo, Pavo A d
salchicha tipo Viena Ve y oerdo
Muestra comercial 9 de
‘ ‘ ‘ Cerdo, Pollo Ave
salchicha tipo Viena
Muestra comercial 10 de
‘ . ‘ Cerdo, Pollo Ave
salchicha tipo Viena
Muestra comercial 11 de
' Cerdo, Pollo, Pavo Ave
salchicha de pavo

En el cuadro 13 se muestran las especies que fueron encontradas en las pruebas realizadas

en el laboratorio y las especies que fueron reportadas en la etiqueta de cada una de las

E




muestras analizadas. Esta tabla fue elaborada a partir de los resultados obtenidos en cada

uno de los geles reportados en el objetivo particular 5.

Para el andlisis de los resultados obtenidos se consulté la NOM-051-SCFI/SSA1-2010
“Especificaciones generales de etiquetado para alimentos y bebidas no alcohdlicas
preenvasados” en donde se establece que la informacion contenida en las etiquetas de los
alimentos y bebidas no alcoholicas preenvasados debe ser veraz y describirse y presentarse
de forma tal que no induzca a error al consumidor con respecto a la naturaleza y
caracteristicas del producto, de modo que la denominacion que tenga un producto carnico
procesado (en este caso salchichas) debe coincidir con los ingredientes declarados en su
etiqueta. Ademads, para la declaracion de carne de aves de corral (pollo, pavo, etc) se
establece que todos los tipos de carne de aves de corral, cuando dicha carne constituya un
ingrediente de otro alimento, se podran declarar como “carne de ave” siempre y cuando en
la etiqueta y en la presentacion del producto preenvasado no se haga referencia a un tipo

especifico de carne de aves de corral.

Con respecto a la primera muestra analizada se encontrd en las pruebas realizadas que
contiene carne y/o grasa de cerdo y de pollo (figuras 22 y 24 respectivamente). La etiqueta
reporta “carne de ave” pudiéndose referir a la carne y/o grasa de pollo utilizada y también
reporta carne y/o grasa de cerdo. De acuerdo con la NOM-051-SCFI/SSA1-2010 el término
“carne de ave” puede utilizarse solo en caso de que no se haga referencia a un tipo
especifico de carne de ave de corral y como esta muestra esta etiquetada como “salchicha
de pavo” se comete una violacion a la norma, por tanto, se concluy6 que dicho producto se

encuentra adulterado al no contener carne de pavo en su composicion.

La muestra comercial 2 reporto en su etiqueta la utilizacion de carne de ave pero no se
especifica a fondo cudl de las dos especies fue utilizada o si se agregaron ambas especies en
su elaboracion. La prueba realizada en el laboratorio para dicha muestra reporto la
presencia de carne y/o grasa de res, cerdo, pollo y pavo. Esto no representa problema
alguno ya que pollo y pavo se estan declarando como “carne de ave” lo que se encuentra
permitido por la norma al no tener denominacion de origen alguna. De acuerdo a las figuras
20, 22, 24 y 26 la muestra contiene mayoritariamente carne y/o grasa de res y pavo y en

menor proporcion se encontré carne de pollo y res (esto debido a la visibilidad de los




amplificados obtenidos). La NMX-F-065-1984 establece que una salchicha tipo Viena
puede ser elaborada con carne de cerdo, res y/o mezclas de estas especies, pero la NOM-
051-SCFI/SSA1-2010 determina que se debe declarar el uso de manteca de cerdo y/o
bovino siempre por sus denominaciones especificas. Debido a esto se concluyd que esta
muestra comercial se encuentra adulterada al no declarar el uso de grasa de bovino en su
elaboracién ya que puede inducir a engafio al consumidor ademas de causarle algin

problema de salud.

Para la muestra comercial 3 se encontrd que la etiqueta reporta la adicion de carne de ave
en su proceso de elaboracion aunque no se detalla con exactitud la especie utilizada. Los
resultados de la prueba realizada en dicha muestra revelaron que contiene carne y/o grasa
de pollo (figura 24). Por definicion de la NMX-F-065-1984 una salchicha estilo Viena esta
elaborada con carne de cerdo, res y/o mezcla de las mismas, sin embargo, una NMX no es
de observancia obligatoria y debido a que la etiqueta detalla “carne de ave” como unico

ingrediente carnico utilizado no se considera un producto adulterado.

Respecto a la muestra comercial 4 una vez mas la etiqueta reporta la adicién de carne de
ave pero no detalla la especie de la cual procede dicha carne adicionada. Los resultados
obtenidos en el laboratorio revelaron la presencia de 3 especies en dicha muestra: cerdo,
pavo y pollo. De acuerdo a lo mostrado en las figuras 22, 24 y 26, la muestra contiene
mayoritariamente carne de pavo, aunque también se observa que contiene
significativamente carne y/o grasa de cerdo no declarada en la etiqueta del producto y carne
y/o grasa de pollo en menor proporciéon. Debido a que la etiqueta del producto solo
establece “carne de ave” como el unico ingrediente carnico utilizado en su elaboracion,
siendo una salchicha de pavo y a que también se encontré cerdo en la prueba efectuada

dicho producto se encuentra adulterado.

Las pruebas realizadas a la muestra comercial 5 arrojaron que contiene carne y/o grasa de
cerdo y pollo (figuras 22 y 24). Al apreciar la visibilidad del amplificado para pollo puede
observarse que es claramente visible (de acuerdo a la visibilidad del control positivo) lo que
significa que dicha especie se encuentra en una proporcion considerable dentro del
porcentaje de carne y/o grasa adicionados en dicha muestra. Sin embargo, se observo que el

amplificado correspondiente a cerdo es muy tenue en comparacioén con el control positivo




de dicha especie lo que indica que la proporcion en la que se encuentra es mucho menor
que la proporcion de carne y/o grasa de pollo que se adiciono. Dado que la etiqueta solo
reporta la adicién de pollo (carne de ave) y a que, siendo una salchicha tipo Viena, no se
declara la grasa de cerdo en la etiqueta, la presencia de esta ultima se considera una

adulteracion y una violacion a la normatividad vigente.

Los resultados obtenidos en la muestra comercial 6 indican la presencia de carne y/o grasa
de cerdo y pollo (figuras 22 y 24), los cuales se encuentran reportados en la etiqueta del
producto de acuerdo a la normatividad vigente. De acuerdo a la visibilidad de los
amplificados, la carne y/o grasa de cerdo adicionada se encuentra en una proporcién mucho
mayor que la de pollo. Como se trata de una salchicha tipo Viena se considera normal que
la carne y/o grasa de cerdo se encuentre en una proporcién mayor que cualquier otra
especie adicionada, por lo que se puede concluir que esta muestra no se encuentra

adulterada y su consumo no representa peligro alguno para el consumidor en general.

Para la muestra comercial 7 se obtuvieron resultados muy controversiales ya que de las 4
especies que se encontraron en dicha muestra solo se reporta la adicion de “carne de ave”
en la etiqueta del producto. En las figuras 20, 22, 24 y 26, en el carril 10 respectivamente,
puede apreciarse la visibilidad de los amplificados obtenidos, para lo cual, los amplificados
que corresponden a res, cerdo y pollo presentan una menor visibilidad con respecto al
amplificado que corresponde a pavo, lo que indica que las 3 primeras especies se
encuentran en una proporcion y cantidad menor que la de pavo. Esto resulta sorprendente
ya que la muestra fue tomada de una salchicha de pavo, por lo cual se esperaria que solo
contuviera carne de pavo. Esto resulta en una adulteracion y en una grave violacion tanto a
la normatividad en materia de etiquetado vigente como a la seguridad del consumidor ya

que pueden presentarse problemas de salud al consumir este tipo de producto.

Al contrario de la muestra comercial 7, para la muestra comercial 8 se encontraron mejores
resultados ya que las 3 especies identificadas (cerdo, pollo y pavo) se encuentran reportadas
en la etiqueta del producto (aunque pollo y pavo pueden ser reportadas solo como “carne de
ave”). Al igual que en la muestra comercial 7, la proporcion de carne y/o grasa de pavo es
mayor (figura 27) en comparacion con las otras dos especies (figuras 23 y 25) de acuerdo a

la visibilidad de los amplificados obtenidos, esto no deberia ser asi ya que segin a la NMX-




F-065-1984 una salchicha tipo Viena debe tener al menos 60% de carne de cerdo, res o
mezcla de estas, sin embargo, esta norma no es de observancia obligatoria por lo que, a
pesar esto, es un producto que no se encuentra adulterado, seguro para el consumidor y

cumple con la normatividad en materia de etiquetado vigente para su comercializacion.

Respecto a las muestras comerciales 9 y 10 se encontrdé en las pruebas realizadas la
presencia de carne y/o grasa de cerdo y pollo cuando en la etiqueta solo se reporta “carne
de ave”. Estos resultados pueden apreciarse en las figuras 23 (presencia de cerdo) y 25
(presencia de pollo). La normatividad vigente establece que la grasa de cerdo debe ser
declarada siempre con sus denominaciones especificas por lo que, al no declarar la
presencia de carne y/o grasa de cerdo, se incurre en una violacion y, por tanto, se considera
que ambas muestras se encuentran adulteradas ya que pueden inducir a error o engafio al

consumidor.

Finalmente, los resultados obtenidos en la muestra comercial 11 mostraron que, ademas de
contener carne de pavo, también contiene cerdo casi en la misma proporcion y pollo en una
proporcion mucho menor, de acuerdo a lo observado en las figuras 23, 25 y 27. Esto resulta
alarmante ya que la etiqueta de dicha muestra comercial afirma solo contener carne de pavo
y no reporta la presencia de las dos especies restantes, con lo que se concluye que dicho

producto se encuentra adulterado y viola la normatividad vigente.




Conclusiones y recomendaciones

Gracias a la técnica de extraccion de ADN de Sambrook, se logré obtener ADN
relativamente puro tanto en la obtencion de los controles positivos como de cada muestra
comercial analizada, llevando a cabo el cumplimiento satisfactorio de los objetivos

particulares 2 y 4 de este proyecto.

Los primers seleccionados fueron sometidos a pruebas de especificidad con especies
filogenéticamente cercanas y filogenéticamente lejanas y, ya que no amplificaron con otra
especie sino solo para la cual fueron disefados, se comprobd que son especificos y no

amplificaran con otras especies, cumpliendo asi con el objetivo particular 3.

Todo lo anterior permitié realizar las pruebas de PCR en salchichas comerciales e
identificar las muestras que se encuentran adulteradas. Dicha adulteracion fue determinada
utilizando la hipdtesis propuesta al comparar los bandeos obtenidos de los controles
positivos de cada especie con los obtenidos de cada muestra comercial y siempre en base a
la normatividad vigente, de esta manera, se cumpli6 el objetivo general que hace hincapié a

la deteccion de dichas adulteraciones en salchichas comerciales mediante el uso de PCR.

La Ley Federal de Proteccion al Consumidor regula la expedicion de normas que aplican al
etiquetado de los alimentos para garantizar que se expresen de forma transparente y
entendible los ingredientes con los cuales ha sido fabricado un producto alimenticio. Para
este trabajo se utilizo la NOM-051-SCFI/SSA1-2010 en materia de etiquetado y la NMX-
F-065-1984 en cuanto al porcentaje de cada especie dentro de salchichas comerciales para

analizar cada muestra comercial.

En resumen, de las 11 muestras analizadas, 8 (muestras comerciales 1,2,4,5,7,9, 10y 11)
resultaron en alguna adulteraciéon que generalmente fue la adicion de carne y/o grasa de
otras especies que no se reportd en la etiqueta de dicho producto. Esto se hace con la
finalidad de ahorrar gastos en su fabricacion y también de poder presentar un producto mas
competitivo (mas barato) respecto a las otras marcas existentes en el mercado ya que la
carne de pavo es mucho mas cara en comparacion de la carne y/o grasa de cerdo, res y
pollo. También se pudo observar que muchas empresas prefirieron reportar el uso de carne
de pavo y/o pollo como “carne de ave” en vez de reportar la especie como tal. Esto puede

cumplir (en ocasiones) con la normatividad de etiquetado vigente pero puede traer




problemas al consumidor que puede creer que, si el producto asegura ser de pavo, lo
contenga bajo la leyenda “carne de ave” (véase cuadro 13) sin saber que puede contener
otro tipo de carne de ave (como por ejemplo pollo) o incluso no contenerla, violando lo
estipulado en la ley federal del consumidor lo que hace considerar a estos productos como

adulterados.

Las 3 muestras comerciales que aparentemente si reportaron todas las especies utilizadas en
su fabricacion también manejaron la leyenda “carne de ave” en su etiqueta pero, como se
revisd anteriormente en la norma, se permite reportar la presencia de carne de aves de
corral bajo dicha leyenda siempre que la etiqueta o la presentacion no hagan referencia a un
tipo especifico de carne de aves de corral, por lo que se encuentran dentro de las

especificaciones vigentes.

Por ultimo, en ninguna muestra comercial analizada se encontré la presencia de carne de

caballo (figuras 28 y 29) lo cual resultoé benéfico para los consumidores.

En este proyecto solo se realiz6 la busqueda de 5 especies carnicas en cada muestra
comercial, sin embargo, existen otras especies que pueden resultar adulterantes o se pueden
adicionar otros ingredientes que pueden reducir la calidad de dicho producto (como lo es la
fécula de maiz) por lo que se recomienda revisar los ingredientes de las muestras
comerciales y proponer el analisis por medio de PCR de las especies que también pudieran

resultar adulterantes.
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Anexo

Busqueda y comprobacion de los primers utilizados

Este anexo tiene como finalidad verificar que las secuencias de primers utilizados en este
proyecto sean las correctas, asi como corroborar el tamafio del amplificado, su ubicacion
dentro de la cadena original y su exactitud. Dichas secuencias se corroboraron en la base de
datos “GenBank” del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI por sus siglas

en inglés) siguiendo el siguiente procedimiento:

1. Accesar al NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y aparecera la siguiente pantalla,

seleccionar en la opcidn “nucleotide” e introducir el nombre cientifico de la especie

y la region de ADN de interés.
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También puede introducirse el codigo GI de la especie de interés (si se cuenta con la
informacion de una secuencia previamente publicada) para encontrar exactamente dicha

publicacion.
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2. Una vez que se da click al boton “buscar” mostrara los resultados que concuerden

con la busqueda realizada, dar click a la liga de interés.
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3. Una vez identificada la especie de interés y dar click en ella se mostrara toda la
informacion sobre su publicacion y al final su secuencia. Dar click en “Find in this
sequence” para poder introducir la secuencia del primer frontal que se tenga o, si no
se tiene ninguna secuencia previamente establecida, se puede seleccionar una region

para poder disefiar un primer.

S NCBI

Resources (¥) How

Nucleotide | Nucleotide v ‘ W
Advanced Help
Display Settings: v GenBank Send to: v = . n
ange region shown &
Sus scrofa domesticus mitochondrial DNA for repeat sequence o
Customize view >
GenBank: D42182.1
FASTA  Graphics e S »
Analyze this sequence i
Golo. Run BLAST
Locus D42182 1054 bp DNA linear  MAM 15-SEP-2887 Pick Primers
DEFINITION Sus scrofa domesticus mitochondrial DNA for repeat sequence.
ACCESSION  D42182
VERSION D42182.1 GI:2190179 ‘ :I Q Find in this Sequence
KEYWORDS D-loop; repeat unit. ICK A Ul
SOURCE mitochondrion Sus scrofa (pig) o - =
ORGANISM Sus scrofa T = 5]
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Related information
Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Cetartiodactyla; Suina; Suidae; PubMed
Sus.
REFERENCE 1 Taxonomy
AUTHORS ~ Okumura,N., Ishiguro,N., Nakano,M., Hirai,K., Matsui,A. and
Sahara,M. - s ]
TITLE Geographic population structure and sequence divergence in the Recent activity -~
mitochondrial DNA control region of the Japanese wild boar (Sus T
scrofa leucomystax), with reference to those of domestic pigs i >
JOURNAL  Biochem. Genet. 34 (5-6), 179-189 (1996) B Sus scrofa domesticus mitochondrial DNA
PUBMED 8813051 for repeat sequence Nucleotide
REFERENCE 2 (bases 1 to 1054)
AUTHORS ~ Okumura,N., Ishiguro,N., Nakano,M., Hirai,K., Sahara,M. and Q& sus serofa (609232) 01
Matsui,A. g
TITLE Geographic populaion structure and sequence divergence in Q matsunaga (24896)

mitochondrial DNA D-loop region of Japanese wild boar (Sus scrofa Nucieotide




4. Al dar click en “find in this sequence” se mostrara un campo en la parte inferior de
la pantalla donde se introducird la secuencia del primer que se quiere encontrar. En
caso de que la secuencia introducida no se encuentre entre la secuencia reportada en

la referencia regresar al paso 2 y seleccionar otra referencia.

=== mememsome emmmmeeee —eige-ge-= sssssges=s smss--ogge —-sm----sg
14381 ccctagaact ctcasgocta tcatactcce teactcocce aaaacacaat coccteatas
14641 acttctcctc ctccctagge tactttaace coctaactca cogaattage cocteaatec
14781 tcctacatac cggacaaasa attgcatcce acttaatcga catageatgg tacaaasaaa
14761 taggccccga apgocttgec aaccticatc tcaccataac caasatctca accacactcc
14821 acacaggect sattazatet tacctgggtt ctttcgecct cacasatcctt acaacgatcc
14881 tacttatcca aasatzaact astggeacce ascattogaa aatcccaccc cctactasas
14941 ataattaaca actccctaat cgacctccca gecccateea acatctetge ttgatgaaat
15001 ttcggetcce tattageagt cigectcatg acccaaatcc tcaccggect actactagec
15081 atgcactaca cagcagacac atccctageoe tictcctocg tageccacac tigocggaac
15121 gtacaatacg getgactcat coggastctc cacgcaaacg g
15181 [THEIMeRicc ttcacatcgg acgaggecta tactacgget cctacctcta caaggasacc
15241 tgaaacacag gagtaatcct cctoctcaca ctcatageca ccgectitgt gggctatgtt
15301 ctcccatggg gocasatatc attctgaggg gocaccgtta tcacasacct attctoages
15361 attcectaca ttggacacac cctagtagag tgagcctgag ggggatttic agitcgacaac
15421 ccaaccctta cocgattett cgocttacac ttoctoctee cotttgeaat cgeaggtatt
15481 actatcatcc acctcacctt cctacacgas tcaggotcaa acaacccoct aggeatctca
15241 tccgactctg acaasattoc atttcaccca tactactcct tcasagacat tctgggetta
15601 actctcatac tcaccccatt cctaacacta gocctattct coceczacct cctaggagac

15661 ccagaaaact tcaccccage aaacccacta gtaaccccec cacatatcaa accagaatga ESCribir la Secuencia aqui

15721 tattttctat tcgeoctatge catcctacge tccatcccca acasacttgg aggtgtacts

15781 gccctageag cotcaghcot catcctottc ctastccoct toctccacaa atctaaag y presionar “enter”

1674 Ctacggc ttgaaaagec attgttgttc tcaactacgg gaac
|cgcnlcaﬂcncltcatctglalcﬁ x | 1of1 ABOBE102 : 1516215188 Help X

Si la secuencia introducida se encuentra entre la secuencia reportada se resaltara en color
café y nos indicara la posicion de la misma dentro del genoma, con esto podremos calcular
el tamafo del amplificado y tener una idea de la exactitud y viabilidad del primer
seleccionado.

Cabe mencionar que las secuencias publicadas corresponden a un solo extremo de la doble
cadena del ADN (direccion 5° a 3°) por lo que el primer frontal se busca introduciendo
directamente la secuencia que se tiene desde el extremo 5’ hacia el extremo 3’ y para
encontrar el primer reverso primero se obtiene la cadena complementaria de la secuencia
del primer reverso en direccion 3’ a 5’ y la cadena complementaria resultante es la que se

introduce en el buscador.
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