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TERMINOLOGIA

°C — Grados centigrados.

ng — Microgramos.

pL — Microlitros.

ADN — Acido Desoxirribonucleico.

ARN - Acido Ribonucleico.

CIAT — Comision Interamericana del Atin Tropical.
CONAPESCA - Comision Nacional de Acuacultura y Pesca.
g — Gramos.

GATT — Acuerdo General sobre aranceles Aduaneros y Comercio.
IG — Ingenieria Genética.

keal — Kilocalorias.

km- Kilémetros.

mg — Miligramos.

min - Minutos.

ng — Nanogramos.

ng/nL — Concentracion de ADN.

OMC - Organizaciéon Mundial de Comercio.

OPO - Océano Pacifico Oriental.

pb — Pares de bases.

PCR — Reaccion en Cadena la de Polimerasa.

POT — Océano Pacifico Tropical.

PROFECO - Procuraduria Federal del Consumidor.
s — Segundos.

SAGARPA - Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion.

SEMARNAT - Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales.
TM — Temperatura media o temperatura de hibridacion de los primers.

ZEEM — Zona Econdmica Exclusiva de México.
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RESUMEN

La produccion nacional de atin, representa una parte fundamental en la
economia de nuestro pais, considerada una de las especies marinas que mas se
consumen por su aporte nutrimental, brindando diversos beneficios al organismo del
consumidor.

En los ultimos afos se han presentado una serie de conflictos con respecto a la
exportacion de atin mexicano a Estados Unidos, otorgando la etiqueta “Dolphin safe”
(Delfin Seguro) para todos los paises que quisieran exportar producto atunero a dicho
pais, considerandose de gran importancia que dentro de la normativa oficial establecida
en México no se cuenta con el sello de autenticidad (“Dolphin-safe”) que sea general y
aplicable para todos los productos de atun.

De tal manera que las practicas impuestas se describen como un beneficio a las
especies en peligro de extincidon o especies no aptas para el consumo, como es el caso
de algunas especies de delfin, ya que los sistemas empleados en la captura de atlin, son
una parte fundamental creando un habitat artificial atrayendo a distintas especies de
peces, entre ellas atunes (juveniles y adultos), pero también especies de delfin.

Por lo cual, mediante este proyecto experimental, se evalu6 la autentificacion de
15 muestras de atin enlatado en aceite y en agua, por medio de la técnica de PCR para
la deteccion de carne de delfin.

La especificidad de los primers disefiados fueron evaluados con ADN de delfin,
atlin, tiburén, bovino, cerdo, platano, fresa y tomate verde, visualizando el fragmento de
amplificacion de 424pb tnicamente en la muestra de delfin.

Determinando que la técnica empleada para la extraccion de ADN y la PCR al
igual que el disefio de los primers, brindan resultados satisfactorios para los productos
que han tenido algun tratamiento térmico como es el caso del atiin enlatado del cual se
obtuvieron los datos necesarios para la realizacion de este proyecto.
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INTRODUCCION

El Océano Pacifico Oriental Tropical (OPO) representa el 18% de la captura
total de atin en el mundo y en €l operan barcos atuneros de alrededor de 13 paises, de
los cuales México constituye el 65% de la captura total de atun en dicho océano. La
especie con mayor volumen es el atin aleta amarilla (Thunnus albacares) .

En las aguas orientales de la zona tropical del Océano Pacifico es frecuente que
por debajo de los grupos de delfines que nadan en la superficie del mar se desplacen
bancos de atin aleta amarilla. Cuando el atin se pesca con redes de cerco, los delfines
quedan atrapados en ellas. Muchos de ellos mueren si no son liberados de las redes®*.

La Ley de los Estados Unidos de Proteccion de los Mamiferos Marinos, contiene
medidas de proteccion de los delfines que deben cumplir su flota pesquera y los paises
que capturen atun aleta amarilla en esa parte del Océano Pacifico. Si un pais exporta
atin a los Estados Unidos y no puede demostrar a las autoridades estadounidenses que
ha cumplido las normas de proteccion del delfin que establece la propia legislacion
estadounidense, el Gobierno dicta el embargo de todas las importaciones de pescado

c 34
procedentes de ese pais™ .

Meéxico alegaba que las medidas en litigio, que establecen las condiciones para
el uso de una etiqueta “dolphin safe” en los productos de atun y supeditan el acceso al
etiquetado oficial dolphin safe del Departamento de Comercio de los Estados Unidos a
la presentacion de determinadas pruebas documentales que varian con arreglo a la zona
en que se capture y el método de pesca por el que se capture el atiin contenido en el
producto de attn, eran incompatibles, entre otras disposiciones™.

Actualmente en Meéxico las Regiones Pesqueras I (Baja California, Baja
California Sur y los mares de Sonora y Sinaloa y Nayarit) y II (Jalisco, Colima,
Michoacan, Guerrero, Oaxaca y Chiapas) capturan organismos juveniles del atin aleta
azul en alta mar, los cuales son confinados en ranchos de engorda para su posterior
comercializacion™.

El atin es uno de los pescados azules mas consumidos en nuestro pais. Su carne
posee un 12% de grasa, aunque se trata de una grasa rica en acidos grasos omega-3, que
ayuda a disminuir los niveles de colesterol y de triglicéridos en sangre y a hacer la
sangre mas fluida, lo que disminuye el riesgo de aterosclerosis y trombosis. Por este
motivo, es recomendable el consumo de atin y otros pescados azules en caso de
enfermedades cardiovasculares®”.
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La investigacion cientifica en el tema de autentificacion de alimentos, va
intimamente ligada a la identificacion de especies, con la implementacion de protocolos
de analisis de productos alimenticios, es decir, analisis de proteinas, el anélisis de DNA;
verificando de esa forma que cuentan con la calidad establecida de acuerdo a su
etiquetado™”.

La molécula de ADN es una molécula bioldgica extremadamente estable y de
larga vida. Tiene la caracteristica de ser especifica de las especies, es decir, muestra
variabilidad en su configuracion inter e, incluso, intra-especifica, por la simple
mutacion en una sola base. Esta caracteristica es lo que hace al andlisis de esta
molécula, una herramienta muy sensible para la autenticidad en los productos de
alimentos procesados™.
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JUSTIFICACION

La pesca de atin es una actividad de gran importancia en México: en 2010
representd 8% del volumen total de la produccion pesquera nacional y el pais fue
duodécimo productor de atin en el mundo. No obstante, s6lo 4% del volumen de

.y 47
tunidos se exportd .

En 2012, la Organizacion Mundial del Comercio decidid, después de examinar
plenamente toda la evidencia cientifica y empirica, que las normas para atun “Dolphin-
safe” (delfin seguro) establecidas por el Congreso en 1990, aunque fueron eficaces en
motivar un cambio en ese momento, son ahora anticuadas y, de hecho, enganosas para
los consumidores de E.U. La realidad es que la ley de E.U. y su politica "dolphin-safe"
SOLAMENTE certifica que no se perjudicaron delfines si el atin fue capturado en la
pesqueria del POT (Océano Pacifico Tropical). Determind que aun cuando miles de
delfines mueren durante la pesca de atin fuera del POT, el atun enlatado lleva la
etiqueta “dolphin-safe” bajo las normas actuales de etiquetado'?.

Meéxico solicitd el establecimiento de un grupo especial en febrero de 1991. Un
cierto nimero de paises “intermediarios” manifestaron también su interés. El grupo
especial presentd su informe a los miembros del GATT (Acuerdo General sobre
Aranceles Aduaneros y Comercio) en septiembre de 1991. En ¢l llegaba a las siguientes
conclusiones: los Estados Unidos no pueden imponer un embargo de las importaciones
de productos del atin procedentes de México por el simple motivo de que los
reglamentos mexicanos sobre la forma en que se produce el atn no respeten los
reglamentos estadounidenses. (Pero los Estados Unidos pueden reglamentar la calidad o
el contenido del atiin importado.) Esta cuestion plantea asi un caso de “producto” contra
“proceso”, las normas del GATT no permiten que un pais adopte medidas comerciales
con el fin de intentar que se cumpla su legislacion interna en otro pais, ni siquiera para
proteger la salud de los animales o conservar recursos naturales agotables. Se trata de la

“extraterritorialidad’>*.

Un tribunal de la Organizacion Mundial de Comercio (OMC) resolvid que los
requisitos de etiquetado impuestos por Estados Unidos (E.U.) a las importaciones de
atin mexicano, violan las normas que regulan los flujos comerciales internacionales'.

La resolucién de la OMC determind que el sello Dolphin safe, otorgado por el
gobierno estadounidense con el objetivo de proteger la vida de los delfines, se les ha
negado a los pescadores mexicanos de manera discriminatoria. Si bien el atiin procesado
mexicano puede ser exportado a E.U. y venderse ahi en pequefias tiendas enfocadas
principalmente al mercado latino, ninguna de las grandes cadenas minoristas de ese pais
lo coloca en sus anaqueles, argumentando que no porta el sello Dolphin safe’”.
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Los barcos atuneros mexicanos son regulados bajo un programa de la Comision
Interamericana del Atun Tropical (CIAT), a la cual pertenecen Estados Unidos y
México, ademds de otros 15 paises, la Union Europea y Taiwan, entre otras medidas,
utilizan buzos para sacar a delfines que se lleguen a quedar atrapados y estan obligados
a llevar observadores independientes para verificar maniobras de proteccion al

r 1
cetaceo 3 .

Segun estadisticas de la CIAT, las muertes de delfines por la flota mexicana han
llegado practicamente a cero, puesto que por cada lance de red hay una media de
mortandad de 0.10 delfines (cuyas especies involucradas no estdn en peligro de
extincion) .

El panel encontré también que los atunes capturados en otras partes del mundo
califican para obtener la etiqueta Dolphin safe en EU, aunque hay evidencia de que las
actividades de algunos pescadores en esas zonas si tienen un efecto dafiino'.




INGENIERIA EN ALIMENTOS

CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 ASOCIACION ATUN - DELFIN

La naturaleza de la asociacion atun-mamifero marino no se conoce con precision. Sin
embargo, este comportamiento que lleva a cabo el atin y los mamiferos marinos,
principalmente el delfin, ha sido de gran ayuda para las pesquerias atuneras del Océano
Pacifico Oriental Tropical (OPO); siendo el mamifero marino una guia para la
localizaciéon y obtencion de cardimenes de atin. Se ha propuesto, que los escombridos
son los que buscan a los mamiferos marinos en funcién de su capacidad fisiologica de
viajar a grandes velocidades; dado que los atunes que se encuentran asociados son de
gran tamanos y sexualmente maduros, la asociacién con objetos flotantes por parte de
los atunes juveniles, es el precursor®.

Se ha propuesto que la asociacion bioldgica se realiza en funcion de la capacidad de
obtencion de alimento por parte de los mamiferos marinos, lo cual es una ventaja para
los atunes. Sin embargo, los estudios han demostrado que solo el delfin manchado y el
atin aleta amarilla, presentan un traslape de dietas. Con otras especies como el delfin
comun o tornillo existe una diferencia en cuanto a horario y profundidad de

. ., 49
alimentacion™ .

Especies como el delfin manchado (Stennella attenuata), (Figura 1), el delfin tornillo
(Stenella longirostris) (Figura 2) y el delfin listado (Stenella coeruleoalba), asi como el
atun aleta amarilla (Thunnus albacares), son las principales especies que participan en
la asociacion atiin- mamifero marino en el OPO. Una caracteristica de ellas es que son
cosmopolitas, por lo que son especies que se puede llegar a encontrar en otros cuerpos
marinos como el Océano Atlantico, Océano Indico, Océano Pacifico Occidental, Mar
Mediterraneo, Mar Adriatico y en el Mar Caribe, por lo cual esta relacion bioldgica no
es exclusiva de OPO, pero si donde se encuentra con mas frecuencia®.

Figura 1. Delfin Manchado del atldntico

Figura 2. Delfin tornillo

Fuente: Jefferson et al 1993
Fuente: Carpenter, 2002

1.2 ETIQUETADO DOLPHIN SAFE

En 1990, mismo afio en que se proclamo el segundo embargo atunero hacia México, la
etiqueta “Dolphin safe” (Figura 3) emergi6 en Estados Unidos, a través de las empresas
Starkist, Bumble Bee y Vam camp. Teniendo como objetivo, eliminar la competencia
(Latinoamérica) en la pesca de atin y asumiendo una conviccion en la que la venta,
compra y produccion, no se realizarian si se encuentra alguna muerte incidental y/o
heridas graves al delfin en la pesca de atun®, dicha etiqueta empez6 ofreciendo una idea

e ——
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erronea al consumidor, el cudl conceptiia que Dolphin safe, significa que la lata de atun
comprada, estd libre de carne de delfin. Teniendo una gran diferencia con la definicion
de Dolphin safe: un barco atunero que captura una cantidad especifica de atin a través
de diversos lances en el OPO (Océano Pacifico Oriental), y en uno de ellos se encierra
uno o varios delfines, sin importar si son o no liberados con vida mas tarde, esa cantidad
obtenida ya no puede adquirir la etiqueta Dophin safe. Pero si el mismo barco con las
mismas cifras, lleva a cabo acciones de pesca en otros océanos, el atun capturado es
Dolphin safe’.

El Congreso de Estados Unidos tomod esta etiqueta como una medida més para la
proteccion de los mamiferos marinos e incluyd la Ley de Informacion al Consumidor
para la Proteccion del Delfin, en donde todo atin enlatado ofrecido a los consumidores,
debia tener un certificado impreso en su etiqueta con la leyenda: Dolphin safe. Este
certificado debe ser expedido por la CIAT o por algin organismo comparable que
aseguren que los lances efectuados por el barco atunero, no fueron sobre delfines,
independientemente si hay o no mortalidad. México es uno de los paises que lleva a
cabo la mayoria de su pesqueria atunera con red de cerco sobre delfines; por ser la
opcion ecoldgicamente mas apropiada y la mas rentable. Ocasion6 asi, un gran
impedimento a la entrada de atin mexicano a Estados Unidos y el descenso de las
exportaciones hasta poco mas de 20 mil toneladas registradas en 1993%.

Todo este proceso de etiquetado, fue iniciado y apoyado por varios grupos ecologistas
estadounidenses, principalmente el Earth Island Institute, dado que es el que recibe
todas las regalias que se obtienen por el etiquetado de cada 48 latas de atiin en Estados
Unidos. Cada lata, para obtener la etiqueta Dolphin safe, necesita pagar un total de
cinco centavos de délar’. Para dichos grupos ecologistas, el hecho de mantener
encerrados a los mamiferos marinos en la red, ocasiona una disminuciéon en la
reproduccion de los organismos, ya que el stress provocado tiene efectos en su funcion
reproductiva y alimentaria. Este argumento fue utilizado para la imposicion de la
etiqueta Dolphin safe™.

Figura 3. Etiqueta Dolphin Safe
Fuente: Pdez, R. 1997

1.3 LEY DE PROTECCION DE LOS MAMIFEROS MARINOS

La Ley de los Estados Unidos de Proteccion de los Mamiferos Marinos contiene
medidas de proteccion de los delfines que deben cumplir tanto su flota pesquera como
los paises cuyos barcos pesquen atin aleta amarilla en esa parte del Océano Pacifico. Si
un pais exporta atun a los Estados Unidos y no puede demostrar a las autoridades
estadounidenses que ha cumplido las normas de proteccion del delfin que establece la

e —
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propia legislacion estadounidense, el Gobierno dicta el embargo de todas las

importaciones de pescado procedentes de ese pais>”.

» Prohibia el hostigamiento, la caza, la captura o la matanza de mamiferos
marinos, o la tentativa de estos actos, y su importacion a los Estados Unidos sin
autorizacion expresa.

» Regulaba la captura de mamiferos marinos atrapados incidentalmente en las
redes de los pescadores de atin aleta amarilla en el Pacifico tropical oriental,
una zona donde se sabe que los delfines nadan por encima de los bancos de
atunes.

La ley equivalia a prohibir la importacion comercial de pescado o de productos del
pescado capturado con técnicas de pesca comercial que provocaban que las muertes y
las heridas graves incidentales de mamiferos marinos fueran superiores a las

. . 34
establecidas por las normas estadounidenses™ .

A nivel federal existen varias regulaciones en la materia, incluidas la Ley de
Sanidad Animal, la Ley General de Vida Silvestre y la Ley General del Equilibrio
Ecologico y Proteccion al Ambiente, en especial y mas significativa respecto al tema
describe la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 (Proteccion
ambiental-Especies nativas de México de flora y fauna silvestres-Categorias de riesgo y
especificaciones para su inclusion, exclusion o cambio-Lista de especies en riesgo) B,

Esta Norma Oficial Mexicana tiene por objeto identificar las especies o poblaciones de
flora y fauna silvestres en riesgo en la Republica Mexicana, mediante la integracion de
las listas correspondientes, asi como establecer los criterios de inclusion, exclusion o
cambio de categoria de riesgo para las especies o poblaciones, mediante un método de
evaluacion de su riesgo de extincion y es de observancia obligatoria en todo el
Territorio Nacional, para las personas fisicas o morales que promuevan la inclusion,
exclusion o cambio de las especies o poblaciones silvestres en alguna de las categorias
de riesgo, establecidas por esta Norma™.

En casi todos los Paises y en algunos Estados de la Republica Mexicana, se han
promulgado disposiciones al respecto que son de interés publico y buscan dar
proteccion a los animales domésticos y silvestres, sancionando severamente a quienes
se apartan del cumplimiento de las normas que los protegen para que de esta forma se
logre erradicar el maltrato y actos de crueldad contra estos seres vivientes irracionales™.

. ., . . . . . 2
Brindando proteccién a los animales de las siguientes especificaciones™.

L. Bovino, Caprino, Porcino, Canino, Felino, Lanar, Caballar, Asnal, Batracios,
Peces, Aves.

IL. Especies en exhibicion en circos o Zoologicos.

III.  Los animales silvestres que no sean nocivos al hombre.

.. . £ 2
El objetivo se orientara a”:

» Proteger y regular el crecimiento, vida y sacrificio de las especies de animales
utiles al ser humano o que su existencia no lo perjudique.
» Promover su aprovechamiento y uso racional.

12
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Erradicar y sancionar el maltrato y actos de crueldad.

Fomentar el amor, respeto y consideracion para con ellos.

Coadyuvar en el cumplimiento de las disposiciones establecidas en los planes
ecoldgicos del Estado, y apoyar la creacion y funcionamiento de sociedades
protectoras de animales, otorgandoles facilidades para sus fines.

Y V VYV

1.4 PESCADO
El término pescado se aplica a los peces que han sido extraidos de su medio natural,
generalmente para ser utilizados como alimento'.

. . , : 1
Clasificacion segun el contenido de grasa :

» El pescado blanco tiene un bajo contenido en grasas. En este grupo se
encuentran: abadejo, bacalao, lenguado y raya.

» El pescado azul tiene un alto contenido en grasas, como por ejemplo la anguila,
atiin, boquerdn, pez espada, salmon, sardina y sargo.

» Semigrasos: Con un contenido de grasa entre el 2 y el 5%. Este grupo incluye:
Besugo, breca, cabracho, carpa, congrio, dorada, rape, rodaballo y trucha.

1.4.1 PESCADO EN CONSERVA

Pescado en conserva, producto alimenticio elaborado de las especies comestibles con
pescados frescos y limpios, libres de cabeza y branquias, eviscerados y con tratamiento
térmico antes y después de colocarse en envases sanitarios herméticamente cerrados y

. J ., . ., 45
sometidos a proceso de esterilizacion comercial que asegure Su conservacion .

1.5 ATUN

1.5.1 ATUN ALETA AMARILLA

Atin aleta amarilla T. albacares (Figura 4), pertenece a la familia Scombridae, la cual
estd compuesta por 15 géneros y aproximadamente 53 especies. Estas conforman la
mayoria de los peces epipelagicos marinos. La familia Scombridae se divide en dos
subfamilias'.

» Gasterochismatinae (representada por una sola especie, Gasterochisma
melampos) y la subfamilia.

» Sombrean, a la que pertenecen todos los atunes. Muchas especies de esta familia
poseen una vejiga natatoria rudimentaria o ha desaparecido, lo que obliga a estos
peces a estar en movimiento continuo para mantenerse a cierta profundidad.

La Tribu de los atunes propiamente dichos, incluye a cuatro géneros con una
caracteristica Uinica entre los peces teledsteos. Poseen un sistema de contracorriente de
intercambio de calor entre venas y arterias, para retener el calor metabdlico que hace
que el pez tenga una temperatura més alta que el agua circundante®.

13
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Figura 4. El atun aleta amarilla (T. albacares)

Fuente: DOF - Diario Oficial de la Federacion. 2017

1.5.2 AMBITO GEOGRAFICO

La distribucion de los tunidos es muy amplia, cubren practicamente todos los mares y
océanos de aguas calidas y templadas, clasificandose como altamente migratorios”.

La pesca de este grupo se ha llevado a cabo en aguas tropicales y subtropicales de los
océanos Atlantico, Indico y Pacifico, y ausente en el Mar Mediterraneo'°.

En el Golfo de México la pesca de atin aleta amarilla (7. albacares) (Figura 4) con
palangre se realiza en aguas ocednicas, frecuentemente en areas cercanas a la plataforma
y talud continental (Figura 5.)'°.

Su aprovechamiento en el Golfo de México se realiza por dos flotas, una pertenece a los
Estados Unidos de Norteamérica y la otra a México'®. La actividad de la flota mexicana
se ha limitado a la ZEEM (Zona Econdémica Exclusiva de México) del Golfo de México
con incursiones esporadicas en la ZEEM del Mar Caribe a fines de los afios ochenta y
principios de los noventa. En general la zona de operacion de la flota mexicana se
delimita por los 18° 30" y 25° 00" latitud norte y de los -89° 00 a -97° 00" longitud

oestelo.

Figura 5. Zona de pesca del atun aleta amarilla (Thunnus albacares) en el Golfo de México

Fuente: DOF - Diario Oficial de la Federacion.2017
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1.5.3 INICIO DE LA PESCA DE ATUN

En México, la actividad atunera comenzo a principios del siglo XX, pescadores
portugueses operaban cerca de las costas de California en EU y en Baja California, pero
el producto era procesado en San Pedro, California, EU. En 1925 comenzo, en
Ensenada, el enlatado de atun; las empacadoras “Planta Nacional de Productos
Marinos” y “Compafia de Productos Marinos S.A.”, de Cabo San Lucas, fueron las
pioneras en este negocio™.

1.5.4 CAPTURA

La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA) puso en marcha un Plan de Manejo Pesquero (PMP) para el atin aleta
amarilla (Thunnus albacares) que se produce en aguas nacionales del océano Pacifico
con el objetivo de propiciar el aprovechamiento sustentable (Figura 6) de este recurso,
el cual genera una derrama econdmica superior a los mil 200 millones de pesos'’.
Muchas veces, para aumentar la productividad en estos cuerpos de agua interiores se
siembran peces u otros organismos acudticos (como trucha, lobina, bagre, camaron y
langostino), que se producen mediante la acuicultura, actividad que destaca en
Veracruz, Hidalgo, Sonora y Tabasco’.

Figura 6. Grdfica de la produccion total de atun en 2011

Fuente: Gbcbiotech.com.2016

La actividad de estos ranchos comenzo6 en México en el afio 1994, especificamente en la
Isla de Cedros en Ensenada, Baja California. Durante la época permitida de captura se
seleccionan organismos de mas de 12 kg (que corresponden aproximadamente a peces
de 2 afios de edad), los cuales son llevados a los ranchos atuneros (Figura 8) ubicados
en Baja California y Baja California Sur para engordarlos dentro de jaulas flotantes. Los
organismos obtenidos de esta forma tienen una sobrevida del 95%, y el tiempo que dura
la engorda es de 7-6 meses, siendo cosechados cuando alcanzan pesos de 35-45 kg. La
tendencia dentro de esta actividad es convertir la engorda de atin en una industria
biotecnoldgica completa, para no depender de los juveniles de atun de las poblaciones
naturales marinas. Sin embargo, este tipo de practica atin no contribuye con un volumen
importante a la produccion total de atin, por lo que la mayoria del volumen sigue
siendo obtenido mediante la captura (Figura 7)'°.
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Figura 7. Pesca (Artesanal)

Fuente: Cuentame.inegi.org.mx.2016

Figura 8. Ranchos atuneros

Fuente: Gbcbiotech.com. 2016

1.5.5 MEDIDAS PARA LA PROTECCION DEL DELFIN EN LA CAPTURA
DEL ATUN

Las modificaciones establecian niveles maximos de mortalidad de mamiferos marinos
observados por personal de la Comision Interamericana del Atin Tropical (CIAT) o del
programa de proteccion estadounidense. Cada nacidon que no cumpliera con este
supuesto, se le impondria un primer embargo (primario) que consistia en prohibir la
importacion de atin y sus productos a Estados Unidos. Si dentro de los 90 dias
posteriores a la fecha del embargo, no se cambiaban los niveles maximos de mortalidad,
se impondria un segundo embargo (secundario) a naciones intermediarias, las cudles
sino prohibian las importaciones en 60 dias, del pais con embargo primario, se
embargaria dicha nacion (secundario). Y si cada nacién embargada, no cambiaba sus
reglas de pesca dentro de los 6 meses posteriores al primer embargo, el bloqueo
comercial se extenderia a todos los productos de pesca®.

Por consiguiente, el Gobierno Mexicano tuvo que implantar medidas internas para la
proteccién de los mamiferos marinos (Figura 9)*.

16



INGENIERIA EN ALIMENTOS

Se prohibe la pesca nocturna y con explosivos

Se sancionaria con prision a todos aquellos que no respetaran las vedas y
realizaran capturas de mamiferos marinos por negligencia o conscientemente.

Se impuso el uso del Pafio Medina (tela que tiene como objetivo cerrar las
mallas y evitar que los mamiferos marinos queden atorados en la red) y la
maniobra de retroceso (que consiste en: después de lanzar la red, dar marcha
atrds para que de esa manera se forme un canal por el que los mamiferos
marinos salgan con la ayuda de los pescadores) en todo buque atunero (Figura
9).

Se colocaron observadores internacionales en cada flota.

Se realiz6 una revision de métodos y artes de pesca en operacion con el objetivo
de conservar la diversidad biologica y obtener el maximo rendimiento
sostenible. Por lo que se cred el Programa Nacional para el Aprovechamiento
del Atun y de Proteccion de Delfines en 1991.

Figura 9. Imagen representativa del pafio medina y la maniobra de retroceso

Fuente: Modificado de SEMARNAT
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1.5.6 COMPOSICION NUTRIMENTAL

En el Cuadro 1, se establece una comparacion de la composicion nutrimental del atin

natural (sin procesar y las presentaciones de atin enlatado (en agua y en aceite)”.

Cuadro 1. Composicion Nutrimental del atun natural y atun enlatado

ATUNNATURAL | ATUN ENLATADO | ATUN ENLATADO
EN AGUA EN ACEITE
NUTRIENTES
CALORIAS 226 keal. 99,40 kcal. 208 kcal.
GRASA 15.50 g. 0.60 g. 12.10 g.
COLESTEROL 48 mg. 51 mg. 39.80 mg.
SODIO 43 mg. 320 mg. 291 mg.
CARBOHIDRATOS 0g. 0g. 0g.
FIBRA 0g. 0g. 0g.
AZUCARES 0g. 0g. 0g.
PROTEINAS 21.50 g. 23.50 g. 24.80 g.
VITAMINA A 60 ng. 60 ng. 62,20 pg.
VITAMINA C 0 mg. 0 mg. 0 mg.
VITAMINA B12 124.30 pg. 4 ng. S ng.
CALCIO 40 mg. 28 mg. 27.70 mg.
HIERRO 1 mg. 1 mg. 1.20 mg.
VITAMINA B3 17.05 mg. 18.78 mg. 18.20 mg.

Fuente: Atun - Propiedades del atin.2017

1.5.7 VALOR NUTRIMENTAL

El atin es un alimento rico en proteinas; contiene pocas grasas y es fuente importante de
vitaminas —entre las que destacan las A, D y las del grupo B y de minerales como yodo,
fosforo, hierro, magnesio y potasio, entre otros”'.

1.5.8 BENEFICIOS DEL ATUN

La abundancia de yodo que se puede encontrar en este pescado, es beneficiosa para
nuestro metabolismo, regulando nuestro nivel de energia y el correcto funcionamiento
de las células. Ademads, el yodo del atin, ayuda a cuidarnos por dentro, regulando
nuestro colesterol. Al ser un alimento rico en yodo, también ayuda a procesar los
hidratos de carbono, fortalecer el cabello, la piel y las ufias’.

El alto contenido de vitamina B3 del atin, hace que sea un alimento beneficioso para el
sistema circulatorio. Ademas, la vitamina B3 o niacina puede ayudar a reducir el
colesterol. Por su alto contenido en vitamina B3, este pescado es recomendable para
combatir enfermedades como la diabetes y la artritis®.

1.5.9 PRESENTACIONES DE ATUN ENLATADO
La presentacion debe declararse en la etiqueta como se muestra en la Figura 10 y
cumplir con las siguientes especificaciones®'.
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( N\
f =iy Compacto (o sélido)
N y
? .:‘{' 4 El pescado debe estar cortado en segmentos transversales. La proporcion de las
‘g‘ ¢ hojuelas o trozos sueltos (menores a 1.2 cm de longitud) no debe rebasar el 18%
e o’ )de la masa drenada (despues de escurrir).
\ J

En trozos )

Debe estar constituido de pedazos con una longitud minima de 1.2 cm de lado
que mantengan la estructura original del musculo. La proporcion de hojuelas o
trozos de pescado de tamarfios inferiores a 1.2 ¢cm no debe rebasar el 30% de la
masa drenada. y

N
En hojuelas

Es una mezcla de particulas y pedazos de atiin, la proporcion de trozos de
pescado de dimensiones inferiores a 1.2 cm puede rebasar el 30% de la masa

drenada.
J

N
Desmenuzado

Es la mezcla de particulas de pescado reducidas a dimensiones uniformes en la
cual las particulas estan separadas y no forman una pasta

Figura 10. Presentaciones de attun enlatado
Fuente: PROFECO. gob.2016

1.6 FACTORES ECONOMICOS

1.6.1 ECONOMIA DE LA PESCA

La mayor produccion proviene del mar, donde cada pais tiene una zona econdémica
exclusiva para navegar y pescar, de 370.4 km (200 millas nauticas) de extension de la
costa hacia mar adentro. Fuera de ese limite, la captura de especies marinas es libre,
pues se consideran aguas internacionales’.

1.6.2 VOLUMEN DE PESCA EN TONELADAS ANO
En la Figura 11, se observa que México ocupa el 4° lugar por su volumen de pesca, en
comparacion con los paises del continente americano que cuentan con litorales’.

Figura 11. Volumen de la Pesca

Fuente: Cuentame.inegi.org.mx.2016
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1.6.3 LITORALES DE MEXICO

Meéxico tiene 11,122 kilometros de litorales, como se representa en la Figura 12, que

significan un gran potencial de recursos pesqueros; sin embargo, la actividad pesquera
no esta lo suficientemente desarrollada’.

Figura 12. Litorales de México

Fuente: Cuentame.inegi.org.mx.2016

Al 2010, las especies que mas se exportan son en orden de importancia: sardina
camardn y langostino y atin de aleta amarilla’.

La pesca en rios, lagos, lagunas, presas y esteros es menos representativa que la de mar,
pero de gran valor para algunas regiones de México por su aportacion alimentaria y

economica; En el 2010, en el Cuadro 2 se muestran las cinco principales especies que
mas se pescaron’:

Cuadro 2. Principales especies del mar que mds se pescan en México

Especié Imagen Toneladas Extraidas
Sardina 872 640
Camarén I_,_(ff_,,};_? ':_ 196 456
Tunidos (atun, bonito y ——

barrilete) 6_( Lt
Mojarra > :@ 77 009

Ostion

42 250

Fuente: Cuentame.inegi.org.mx; 2016
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El atin que se captura en los litorales mexicanos (Figura 13) est4 considerado como una
especie marina de exquisito sabor y valiosas propiedades nutrimentales. De todas las
especies de tinidos que se pescan en México, la mas representativa es el atin aleta
amarilla, que anualmente llega a representar hasta el 90% del total de esta pesqueria'®,
Los litogglles de Sinaloa tienen las condiciones geograficas idoneas para la produccion
del atun™.

Figura 13. Litorales, potencial productivo de atun

Fuente: Nube.siap.gob.mx. 2016

1.6.4 PRODUCCION NACIONAL

1.6.4.1 PRODUCCION NACIONAL DE ATUN

Los principales estados productores son Sinaloa que en 2014 — 2015, concentr6 casi el
60% de la produccion nacional, estimada en 68 mil 975 toneladas de pescado vivo,
seguido por Colima con 24 mil 932 toneladas y Chiapas con 19 mil 730 toneladas
(Figura 14)%.

Figura 14. Volumen de produccidn, principales entidades productoras

Fuente: Nube.siap.gob.mx.2016
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La produccion de atin en 2015 resultdé 20% menor a la del periodo previo,
principalmente por la menor captura en Sinaloa, Baja California y Chiapas (Figura
15)%.

Mas de la mitad de este valioso pez se captura en aguas sinaloenses; su valor en el
mercado aportd 743 millones de pesos en 2015, aunque Colima obtiene el mayor valor
por la venta de la especie®.

Figura 15. Porcentaje del valor de la produccion por entidad federativa
Fuente: Nube.siap.gob.mx. 2016
La Comision Nacional de Pesca y Acuacultura (CONAPESCA) reporta que las
diferentes especies de tinidos son la tercera produccion pesquera mas importante de

México, que en 2014 tuvo un crecimiento de 20% respecto al afio anterior, al superar las
162 mil toneladas de peso vivo (Figura 16)>.

Figura 16. Volumen de la producciéon nacional 2006 — 2015
Fuente: Nube.siap.gob.mx. 2016
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La flota atunera del puerto de Ensenada fue creciendo en nimero, tecnologia y
capacidad, por lo que se inici6 su desplazamiento hacia el sur y el oeste. Asi se empezo
a capturar, mediante el uso de la red de cerco, a otros tinidos, en particular el atun aleta
amarilla y el barrilete, cuyo destino principal era el enlatado para consumo humano'®.

El atin ocupa el cuarto lugar de la produccion pesquera total de México, y en cuanto a
su valor economico ocupa el segundo lugar. En el Cuadro 3 se presenta la lista de las

especies de atin (Figura 17) que son capturadas en el pais'®.

Cuadro 3. Especies de atun presentes en México

Nombre comin Nombre cientifico Tipo de produccion
Atun aleta amarrilla Thunnus albacares Captura
Atin aleta azul Thunnus thynnus Captura y cultivo
Atun patudo Thunnus obesus Captura
Albacora Thunnus alalunga Captura
Atin aleta negra Thunnus atlanticus Captura
Barrilete Katsuwonus elamis Captura
Barrilete negro Euthynnus lineatus Captura
Bonito Sa{’c?a orientalis yS. Captura
chiliensis

Fuente: Gbcbiotech.com. 2016

Figura 17. Especies de Atun que se pescan en México. a) Atun aleta amarilla, b) Atun aleta azul, c) atin
patudo, d) Albacora, e) Atun aleta negra, f) Barrilete, g) Bonito, h) Barrilete negro

Fuente: IBT.unam.mx

1.6.4.2 PRODUCCION INTERNACIONAL

El atun y las especies afines tienen una gran importancia econdmica y son una fuente
significativa de alimentos. Comprenden alrededor de 40 especies presentes en el
Atlantico, el océano Indico y el Pacifico, asi como en el Mediterraneo. La produccion
mundial de estas especies ha crecido constantemente desde menos de 0,6 millones de
toneladas en 1950 a mas de 6 millones de toneladas hoy en dia, como se representa en el
Cuadro 3 la produccién de las especies mas comerciales de atin'*.

Las denominadas especies comerciales de atun son las mas importantes de las especies
de atin y afines, desde el punto de vista del peso a la captura y el valor economico. Se
desembarcan en numerosos lugares de todo el mundo, se venden casi en todo el planeta
y se elabora y consume en muchos lugares. En 2010 la captura fue de casi 4 millones de
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toneladas, lo que representa un 66% del total de la captura de especies de atin y
especies afines. Casi todas las capturas de las principales especies comerciales de atin
se llevan a cabo en el Pacifico (70.5% del total de la captura de las principales especies
comerciales en 2010), y el océano Indico produce mucho mas (19.5% en 2010) que el
Atlantico y el Mediterraneo (10.0% en 2010)"*.

1.6.5 PRODUCCION NACIONAL DE ATUN ENLATADO

1.6.5.1 CONSUMO POBLACIONAL

El atin es uno de los pescados azules mas consumidos en nuestro pais, es recomendable
el consumo de atun y otros pescados azules en caso de enfermedades cardiovasculares.
El atin es el pescado habitual en la dieta que posee mas contenido en proteinas de alto
valor biolégico (23 gramos por 100 gramos), superior incluso a las carnes®.

En la Republica Mexicana el principal consumo del atiin se hace por sus presentaciones
enlatadas, en 95% de los casos, con un consumo promedio de 7 latas o 1.2kg al afio por
familia (Figura 18), report6 CONAPESCA en 2015%.

Figura 18. Consumo anual per cdpita

Fuente: Nube.siap.gob.mx. 2016

1.6.6 IMPORTACION Y EXPORTACION

1.6.6.1 MERCADO DEL ATUN

A nivel mundial, México se encuentra en el lugar nimero 6 en cuanto a la produccién
de atlin, como se presenta en la Figura 19. La industria atunera mexicana ha sufrido dos
embargos por parte de Estados Unidos, lo que hizo que se buscaran nuevos mercados
como el europeo v el asiatico'®.

Figura 19. Ranking mundial, produccion de atun

Fuente: Nube.siap.gob.mx. 2016

Actualmente el atin mexicano tiene una gran demanda, sobre todo en paises asidticos,
el 19% de la produccion nacional del bien pesquero se exporto, principalmente a Japon,
Italia y Tailandia son mercados atractivos para la venta del atin mexicano (Figura 20)™.
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Figura 20. Origen — destino comercial del atin en México

Fuente: Nube.siap.gob.mx. 2016

El atin se consume fresco o congelado, entero, enlatado, seco o salado (Figura 21).

Figura 21. Diversas presentaciones de atun que existen el mercado

Fuente: Gbcbiotech.com. 2016

Cabe destacar que el atun es la principal especie enlatada en México'® y su balanza
comercial para 2011 fue superior a 323 millones de dolares (Figura 22), la disminucién
de la captura nacional de atin en 2015 provocd una caida en el volumen que México

exporta, a la vez que impulso el aumento de las importaciones™.
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Figura 22. Evolucion del comercio exterior de atun
Fuente: Nube.siap.gob.mx. 2016

1.7 AUTENTIFICACION DE ALIMENTOS

1.7.1 METODOS PARA LA AUTENTIFICACION DE ALIMENTOS

Para prevenir el fraude y el mal etiquetado de los productos alimenticios es necesario
poder identificar y cuantificar las especies empleadas en la elaboracion de los alimentos
procesados. Pero hasta ahora, no habia sido posible cuantificar de manera fiable estos
constituyentes, debido a su alta susceptibilidad a las condiciones del proceso al que son
sometidos. Las nuevas técnicas genéticas, en particular las que se basan en la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) son muy importantes para desarrollar métodos
rutinarios y kits rapidos de analisis™"

El tema de autentificacion de alimentos, que va relacionado a la identificacion de
especies, ha tenido un alto desarrollo en los ultimos afios con la implementacion de
protocolos de andlisis de alimentos basados en métodos enfocados en las caracteristicas
especificas de las especies, es decir, andlisis de proteinas y el andlisis de ADN,
verificando de esa forma que cuentan con la calidad establecida de acuerdo a su
etiquetado.

1.7.1.1 ANALISIS DE PROTEINAS

El analisis de proteinas de las especies se ha utilizado ampliamente bajo la necesidad de
identificar a las especies o distinguir los origenes del material para consumo humano.
Los ensayos se basan en las propiedades fisicoquimicas de las proteinas, tales como
tamafio o carga, propiedades que pueden ser reveladas como diferencias en su
movilidad electroforética, puntos isoeléctricos o tiempo de elusion cromatografica. A
partir de los resultados obtenidos tras la prueba, se puede comprobar la autenticidad de
las especies cuando se compara con un perfil propio de la especie, es decir, la prueba se
realiza utilizando a la especie auténtica®®.
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El analisis de proteinas también se ha utilizado en el area inmunolédgica para la
identificacion de especies utilizando anticuerpos que son producidos en contra de un
grupo particular de proteinas (proteinas de diagnostico o antigenos) siguiendo un
procedimiento inmunolégico estandar, en este caso, el anticuerpo producido es
especifico para el grupo de proteinas. Por ello, en este ensayo es inespecifico cuando se
trata de localizar adulteraciones en los productos por la mezcla de especies no
declaradas en la etiqueta. Asi mismo, si la proteina ha sufrido desnaturalizacion, el
anticuerpo no es capaz de actuar sobre aquella proteina para la cual fue producido®®.

1.7.1.2 ANALISIS DE DNA

La molécula de ADN es una molécula bioldgica extremadamente estable y de larga
vida. Tiene la caracteristica de ser especifica de las especies, es decir, muestra
variabilidad en su configuracion inter e, incluso, intra-especifica, por la simple
mutacion en una sola base. Esta caracteristica es lo que hace al andlisis de esta
molécula, lo mas adecuado para la busqueda de autenticidad en los productos de
alimentos procesados’.

La molécula, ademads, estd presente en la mayoria de las células de un organismo, y
todas ellas contienen la informacion idéntica que puede ser obtenida de cualquier
muestra de la misma fuente, a pesar del tejido de origen. El ADN puede proveer
potencialmente mas informacion que una proteina. La molécula de ADN es mas
termoestable que muchas proteinas, lo que implica que es menos posible su alteracion
por el procesamiento de alimentos. Aun cuando llegue a ser degradada durante el
tratamiento térmico, es posible obtener fragmentos con diferencias suficientes en la
secuencia, que permita diferenciar e identificar a especies cercanamente relacionadas. Si
bien es cierto que la molécula de DNA tiende a ser muy estable a bajas temperaturas,
cuando el tejido es sometido al proceso de esterilizacion se degrada rapidamente
dejando disponible a la molécula de DNA en fragmentos pequefios. Algunas
investigaciones sefialan que se han obtenido fragmentos menores de 500 pb. En este
sentido, el tipo de tratamiento al que se someten los alimentos a identificar ha sido el
principal parametro para la seleccion del método adecuado de autentificacion 20 2%,

1.7.1.2.1 EXTRACCION DE ADN

Hay diferentes técnicas que permiten obtener acidos nucleicos con alto grado de pureza.
Las mas utilizadas suelen incluir una etapa de ultra centrifugacion en gradientes de CsCl
0 una cromatografia de intercambio i6nico. Sin embargo, muchas aplicaciones de
laboratorio no necesitan un grado de pureza tal que justifique incluir estas técnicas
(laboriosas y/o caras) en los protocolos de purificacion. Las etapas del procedimiento
que se realizan son las siguientes”.

» Desintegracion del tejido y solubilizacion y homogenizacion de los componentes
celulares
» Precipitacion de los 4cidos nucleicos y disolucion en un buffer adecuado

Para la extraccion de ADN de las muestras de alimentos se recomienda el protocolo
clasico descrito por Sambrook, J. que estd basado en la disolucion del tejido de la
muestra usando detergentes y proteinasa, extraccion de proteinas y polisacaridos con
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fenol, cloroformo y alcohol isoamilico y la precipitacion del ADN con etanol, junto con
algunas modificaciones™.

1.7.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
La reaccion en cadena de la polimerasa, o PCR, es una de las técnicas mas conocidas en

biologia molecular. La replicacion de ADN monocatenario de una plantilla utilizando

primers sintéticos y una ADN polimerasa 19701%4Y 3%,

La PCR es un proceso bioquimico capaz de amplificar una sola molécula de ADN en
millones de copias en poco tiempo. La amplificacion se consigue mediante una serie de
tres etapas: desnaturalizacion, hibridacion, extension, estos pasos se repiten ("ciclos")
para producir exponencialmente copias exactas del ADN diana, (Figura 26)*®.

1.7.2.2 ETAPAS DE LA REACCION

1.7.2.2.1 DESNATURALIZACION
La desnaturalizacion del ADN es estrictamente requerida para la obtencion de hebras
simples de la molécula de ADN?.

La desnaturalizacion se debe tanto a la ruptura de puentes de hidrogeno entre pares de
bases, como de las interacciones hidrofobicas entre bases ampliadas al desnaturalizarse,
las dos hebras del ADN se separan y pasan a una conformacion al azar sin que se altere
la estructura primaria, pues no hay rupturas de enlaces covalentes, sin embargo, no
puede visualizarse la ruptura de los enlaces hidrofobicos entre las bases apiladas,
aunque si se entiende la separacion y ruptura de los puentes de hidrogeno®’.

Figura 23. Desnaturalizacion del ADN

Fuente: IBT.unam.mx

La desnaturalizacion puede llevarse a cabo por efectos de agentes quimicos
desnaturalizantes o por calentamiento, que es lo mas adecuado para la técnica de PCR,
generalmente a temperaturas mayores de 68°C y menores de 97°C, como se muestra en
la Figura 23. La temperatura de desnaturalizacion debe ser superior a la de fusion (TM)
de la region de ADN que se desea amplificar®’.

1.7.2.2.2 HIBRIDACION

Se llama asi debido a que en esta etapa las hebras sencillas se unen a los
oligonucledtidos sintéticos. Esta etapa se asemeja en gran medida al método ya
mencionado de hibridacion de DNA, aunque en este caso, el ADN se une a una hebra
corta (<30 nt) de nucleétidos sintéticos que serviran para iniciar la reaccion®’.
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Esta etapa también se denomina etapa de templado debido a la disminucién de
temperatura que permite el re asociacion de hebras sencillas tras la desnaturalizacion
térmica; en inglés, annealing. Los oligonucle6tidos (representados por dos cadenas
cortas de 3 nucleodtidos) se unen a una region especifica y complementaria del ADN
original en direccién 5°— 3°%.

La temperatura y el tiempo requerido para el alineamiento de los primers dependen de
la composicion, tamaifio y concentracion de los primers amplificadores. Una
temperatura de alineamiento optima es 5°C por debajo de la Tm de los primers. Debido
a que las ADN polimerasas son activas en un amplio rango de temperaturas, la
extension de los primers puede ocurrir a bajas temperaturas incluyendo el paso de
alineamiento. El rango de actividad de las enzimas varia en dos 6rdenes de magnitud
entre 20 y 85°C. Las temperaturas de alineamiento en el rango de 55 a 72°C (Figura 24)

17
generan buenos resultados .

Figura 24. Hibridacion del ADN

Fuente: IBT.unam.mx

1.7.2.2.3 ELONGACION (EXTENSION, REPLICACION o
POLIMERIZACION)

Esta es la etapa de amplificacion dicha, la ADN polimerasa se encarga de elongar, los
oligonucledtidos de acuerdo con la hebra sencilla de ADN que en este caso sirve de
molde para generar una nueva cadena doble de ADN. Los sustratos de la enzima son los
cuatro desoxinucledtidos trifosfatos (ANTP’s)?’.

La replicacion se lleva a cabo en la direccion 5°— 3’ a partir del extremo 3°-OH de cada
cebador, hasta terminar la lectura de la plantilla o hasta que comience una nueva etapa
de desnaturalizacion). La enzima ADN polimerasa no ha sido simbolizada, sin embargo,
se ha encargado de unir ya algunos dNTP’s a la cadena complementaria siguiendo la
direccion 5°— 3 a partir de los cebadores™’.

Figura 25. Elongacion del ADN

Fuente: IBT.unam.mx
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El tiempo de extension depende de la longitud y concentracion de la secuencia blanco y
de la temperatura. La extension del primer se realiza tradicionalmente a 72°C (Figura
25). Las estimaciones para la tasa de incorporacién de nucledtidos a 2°C varia de 35 a
100 nucledtidos por segundo dependiendo del buffer, pH, concentracion de sales y la
naturaleza del templado. Un tiempo de extension de un minuto es considerado suficiente
para productos de hasta 2 kb de longitud. Sin embargo, tiempos mayores de extension
pueden ser utiles cuando la concentracion del sustrato es muy pequeia o cuando la

., - T
concentracion del producto excede la concentracion de la enzima .

Figura 26. Etapas de la Reaccién de Cadena de Polimerasa (PCR)
Fuente: PCR Basics | Thermo Fisher Scientific. 2017

1.7.2.3 COMPONENTES

En funcion a las etapas antes mencionadas de la reaccion de la cadena de polimerasa
(PCR), en indispensable conocer los componentes que requiere la reaccion para poder
llevarla a cabo™:

» Los oligonucleotidos o primers especificos para cada una de las especies
» dNTP’S

» Laenzima ADN Polimerasa

» El ADN (molde) a amplificar

1.7.2.3.1 OLIGONUCLEOTIDOS

De los tantos factores que influyen la eficiencia y especificidad de la reaccion de
amplificacion, ninguno es mas crucial que el disefio de los primers de oligonucleotidos.
Estos son moléculas sintéticas de cadena sencilla y de secuencia corta (18 a 30
nucleotidos) cuyas secuencias deben ser complementarias al extremo 3’ de cada una de
las hebras sencillas del fragmento diana. De este modo, los oligonucleodtidos funcionan
como cebadores para la replicacion del fragmento diana. De acuerdo con lo expuesto,
estos oligos determinan la longitud de la plantilla de ADN a amplificar*®

El éxito de la reaccion, como se expone anteriormente, recae principalmente en un buen
disefio de primers, pues la carencia de union perfecta entre el ADN diana y el extremo
3’ del primer puede conducir a un fallo en la PCR. La seleccion de primers requiere un
disefio cuidadoso para la obtencion de los productos deseados debido a que tales

e ——
30



INGENIERIA EN ALIMENTOS

primers influyen fuertemente en el éxito o fracaso de la PCR, lo que implica el
cumplimiento de caracteristicas especiales que dependen en gran medida de la
secuencia diana por si misma. Su seleccion adecuada reflejard el grado de especificidad
es éstos ante la especie en cuestion e incluso su correcto desempeio durante la reaccion
[46 y 50]

La utilizacion de este protocolo implica el desarrollo de caracteristicas especificas para
la especie a analizar y, sobre todo, el conocimiento previo de la secuencia completa de
la especie cuestionada para la seleccion y disefio de primers apropiados como se ha
manejado anteriormente”’.

Se debe tener presentes los criterios importantes para el disefio y seleccion de los
. J . 4
primers a utilizar para las especies, como se muestra en el Cuadro 4*.

Cuadro 4. Disefio de primers: Propiedades de los oligonucledtidos

PROPIEDAD DISENO OPTIMO
coMPOSICIONDELAs | El contenido de G+C deberan estar entre 40 y 60% en la secuencia.
BASES Las cuatro bases deberan estar distribuidas a lo largo de toda la
secuencia.

La region del primer complementaria a la plantilla de ADN debe ser
de 18 a 25 nucleodtidos de largo. Asi pues, es recomendable que el
par de primers sea de la misma longitud o, en todo caso, no rebase
una diferencia de 3 nucledtidos.

LONGITUD

No deben presentarse secuencias repetidas en la secuencia invertida

(secuencia complementaria) o secuencias complementarias entre

SECUENCIAS REPETIDAS | primers que sean mayores a 3pb de longitud. Las secuencias de este
Y COMPLEMENTARIAS A o = f truct tino h a1 1 :

R OTircTA ipo tienden a formar estructuras tipo horquilla las cuales, si son

estables bajo las condiciones de PCR, pueden prevenir

efectivamente el annealing del oligonucleotido con su plantilla

Las secuencias terminales en 3’ de un primer no deben ser capaces
de unirse a cualquier sitio del otro primer. Debido a que los primers
COMPLEMENTARIEDAD € Presentan a altas concentraciones en PCR, aun teniendo una débil
ENTRE LOS MIEMBROS = complementariedad entre ellos permite la formacion de hibridos y
DE UNPARDE PRIMERS | consecuentemente, la sintesis y amplificacion de dimeros de
primers. Si se forman prematuramente en la PCR, pueden competir
por la ADN polimerasa, primers y nucledtidos, por lo que pueden
suprimir a la amplificacion de la plantilla de ADN.
La temperatura de fusion (Tm) calculada para ambos miembros del
par de primers no debe de diferir en 5°C o mas. La Tm del producto
LA TEMPERATURADE  amplificado no debe diferir por mas de 10°C con los valores de Tm

FUSION (TM) del par de oligos. Esta propiedad asegura que el producto
amplificado sera eficientemente desnaturalizado durante cada ciclo
de PCR.

Dependiendo del propdsito del experimento, la localizacion de los

LOC‘;ILTIIZ&C:)%N EN sitios de amplificacion puede estar encerrado por la localizacion de
AMPLIFICACION mutaciones, sitios de restriccion, secuencias codificantes o

microsatélites.

Fuente: Adaptacion de la publicada por Sambrook J. y Russel E. En su libro Molecular Cloning. A
Laboratory Manual.
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1.7.2.3.2 DESOXINUCLEOSIDO TRIFOSFATO (dNTP’s)

Son nucledtidos sintéticos que no forman ninguna secuencia al inicio de la reaccion, es
decir, son el sustrato de la enzima ADN polimerasa y serdn los componentes de miles
de copias del fragmento diana al final de la reaccién. Pueden denominarse como

dATP’s, dTTP’s, dGTP’s y dCTP’s™.

1.7.2.3.3. ENZIMA DNA POLIMERASA

La enzima ADN polimerasa se encarga de unir nucledtidos dNTP’s a la cadena
complementaria a partir del cebador, formando una nueva cadena doble de ADN a partir
de una cadena sencilla™.

Debido a que las etapas de la reaccion involucran temperaturas variables, es requerida
una enzima termoestable que, igualmente soporte temperaturas cercanas a los 100°C.
Esta caracteristica es la que le permite a la enzima actuar durante varios ciclos sin
desactivarse, aunque existe una gran variedad de enzimas, la enzima mas empleada es la
Taq polimerasa, cuyo nombre se debe a que es procedente de una bacteria llamada
Thermus aquaticus®’.

1.7.2.3.4 ADN DIANA

La adicion de ADN a la reaccion implica su previa extraccion de la célula o el tejido y
su solubilizacién en agua. En teoria, si se utilizan las condiciones Optimas en relacion
con los primers, el nimero de ciclos aplicados, la concentracion del resto de
componentes y el volumen de la reaccion, -de manera que trabaje al méximo-, entonces
debe ser suficiente la adicion de una simple cadena de ADN al inicio de la reaccion. Es
requerida una concentraciéon adecuada para lograr una amplificacion adecuada®. Si la
concentracion de ADN es menor, es probable que no se visualice una banda clara en un
gel de agarosa, por otro lado, si la concentracion es muy alta, la ADN polimerasa
probablemente no podra actuar sobre las cadenas desnaturalizadas de ADN™.

La utilizacion de este protocolo implica el desarrollo de caracteristicas especificas para
la especie a analizar y, sobre todo, el conocimiento previo de la secuencia completa de
la especie cuestionada para la seleccion y disefio de primers apropiados como se ha
manejado anteriormente”.

1.7.2.4 METODOLOGIA BASICA DE LA PCR

La biotecnologia, en un sentido amplio se puede definir como la aplicacion de
organismos, componentes o sistemas biologicos para la obtencion de bienes y servicios.
La Ingenieria Genética (I.G.), conocida como tecnologia del ADN recombinante in
vitro, se caracteriza por su capacidad de cortar y empalmar genes o fragmentos de ADN
de organismos distintos, creando nuevas combinaciones no existentes en la Naturaleza,
combinaciones que ponemos a trabajar en el interior de una variedad de organismos
hospederos, para nuestro provecho. No cabe ninguna duda de que la técnica mas
revolucionaria de los ultimos 15 afios ha sido la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), que ha dado nuevas alas a la propia Ingenieria genética y a toda la biologia
molecular. Fue inventada por Kary Mullis a mediados de los afios 807, para dar un
enfoque general de la PCR, en la Figura 27 se representa la metodologia general asi
como los componentes necesarios para la realizacion de la técnica.
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EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS
+ Preparacion de la muestra

* Extraccion de ADN

+ Precipitacion de ADN

COMPROBACION DE LA EXTRACCION

PREPARACION DE LA “MASTER™ DE PCR

+  Primes
*  Taqpolimerasa ADN DIANA
» dNTP's

+  Tampon de amplificacion

AMPLIFICACION DE LOS
ACIDOS NUCLEICOS EXTRAIDOS
POR PCR

+ Desnaturalizacién

+ Acoplamiento

+ Polumenzacion

DETECCION E INTERPRETACION
*  Anilisis electroforético por comparacién con patrones moleculares conocidos
+  Analisis secundarios de restriceién, hibridacion, ete.

Figura 27. Metodologia bdsica de a PCR

Fuente: IBT.unam.mx

1.7.2.5 ANALISIS DEL PRODUCTO DE LA PCR

1.7.2.5.1 ELECTROFORESIS

La técnica de electroforesis horizontal es capaz de separar fragmentos que no pueden
ser separados adecuadamente por otros procedimientos. La utilizacion de agarosa para
la separacion de moléculas de ADN del tamafio esperado en este estudio, es
fundamental pues, mientras que un gel de poliacrilamida puede diferenciar moléculas
con un rango de desigualdad de tan solo Ipb, no es capaz de soportar moléculas
mayores a 500pb. La agarosa tiene un poder de resolucién menor, sin embargo, tiene un
mayor rango de separacién (50 a 20, 000)*.

1.7.2.6 APLICACIONES
PCR tiene una amplia gama de aplicaciones, no so6lo en la investigacion basica, sino
también en las areas de diagndstico médico, medicina forense y la agricultura38.

Algunos ejemplos de aplicaciones de PCR incluyen®'.

Clonar un gen (molde ADN o ARN).

Reconocer o conocer secuencias.

Genes homologos en especies proximas (primers degenerados).
Informacién de secuencia proteica (primers degenerados).
PCR inversa para clonar gen completo.

VVVVY
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Herramienta en construcciones plasmidicas.

Andlisis de recombinantes y eventos infrecuentes en el ADN.
Mutagénesis in vitro.

Corte y ligacion de fragmentos de ADN in vitro.
Construccion de genes sintéticos o fragmentos in vitro.
Conocer la CDS de un gen, localizar los intrones, (RT-PCR).
Detectar expresion de un gen, semicuantitativo, (RT-PCR).
Real Time, PCR cuantitativa, (RT-PCR).

Clonar extremos 5’ y 3’ de un transcrito: RACE, (RT-PCR).
Diagnéstico e identificacion.

Tipado, clasificacion, taxonomia (RAPDs, AFLPs, SSRs, SNPs, etc.).
Aplicaciones Forenses.

VVVVVVVYYVYVVYYVYY

1.7.2.7 VENTAJAS Y DESVENTAJAS
La principal ventaja de la PCR es que permite generar millones de copias de la region
de interés a partir de una o muy pocas copias del ADN molde™.

Es una técnica muy robusta debido, en gran medida, a la gran capacidad de los
oligonucledtidos (en este caso de los iniciadores) de unirse firme y especificamente a
sus secuencias complementarias de ADN discriminando facilmente entre centenares de
millares de sitios. La principal desventaja es la necesidad de estandarizar la técnica para
el organismo o la técnica de interés, lo cual puede ser tardado y costoso’".
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CAPITULO II. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 CUADRO METODOLOGICO

OBIJETIVO GENERAL

Disefiar un protocolo que permita determinar la presencia de carne de delfin (Delphinus delphis) en atun
(Thunnus thynnus) enlatado por medio de la técnica de PCR (Reaccién en cadena de la Polimerasa) para

detectar la posible adulteracién del producto.

OBJETIVO PARTICULAR 1

Analizar, seleccionar y
comparar las secuencias del
genoma de las especies de
delfin 'y atun; mediante
programas bioinformaticas
para disefiar los primers
especificos que permitan la
autentificacion del atun
enlatado.

Evaluacién de los primers en
trabajos realizados
previamente mediante
programas bioinformaticos.

Disefid de los primers de las
especies que no se hayan
encontrado en trabajos
previamente realizados.

Definicion de las
condiciones de la PCR que
se usar en el proyecto.

OBJETIVO PARTICULAR 2

Evaluar la especificidad de los
primers seleccionados para delfin
(Delphinus delphis) y atin (Thunnus
thynnus) por medio de la técnica de
PCR, empleando ADN de especies
filogenéticamente cercanas (delfin,
atin y tiburén) y lejanas (cerdo,
bovino, fresa, platano y tomate
verde).

Extraccion y cuantificacion de
ADN de delfin, tiburén y atan.

Desarrollo de la técnica de PCR para
verificar si los primers seleccionados
amplifican para cada una de las

especies correspondientes.

Evaluacién de los resultados de
PCR por electroforesis.

OBJETIVO PARTICULAR 3

Determinar la presencia de delfin
(Delphinus  delphis), mediante la
técnica de PCR para detectar la
posible  adulteracion en  atun
enlatado.

Extraccion de DNA de las
muestras comerciales de
atun enlatado.

Aplicacion de la técnica de PCR
con los primers especificos
para cada especie.

Evaluacién por medio de la
técnica de electroforesis.

Resultados

Analisis

Discusion

Conclusiones

Figura 28. Cuadro Metodoldgico
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2.1.1 PROBLEMA
Identificar carne de delfin (Delphinus delphis), en atun enlatado por medio de PCR.

2.1.2 OBJETIVO GENERAL

Establecer un protocolo que permita determinar la presencia de carne de delfin
(Delphinus delphis) en atin (Thunnus thynnus) enlatado por medio de la técnica de PCR
(Reaccion en cadena de la Polimerasa) para detectar la posible adulteracion del
producto.

2.1.3 OBJETIVOS PARTICULARES

OBJETIVO PARTICULAR 1

Analizar, seleccionar y comparar las secuencias del genoma de las especies de delfin
(Delphinus delphis) y atun (Thunnus thynnus), mediante programas bioinformaticos
para disefiar los primers especificos que permitan la autentificacion del atin enlatado.

ACTIVIDADES

1. Evaluar primers en trabajos realizados previamente mediante programas
bioinformaticas

2. Disefiar los primers de las especies que no se hayan encontrado en trabajos
previamente realizados.

3. Definir las condiciones de la PCR que se usar en el proyecto.

OBJETIVO PARTICULAR 2

Evaluar la especificidad de los primers seleccionados para delfin (Delphinus delphis) y
atin (Thunnus thynnus) por medio de la técnica de PCR, empleando ADN de especies
filogenéticamente cercanas (delfin, atin y tiburén) y lejanas (cerdo, bovino, fresa,
platano y tomate verde).

ACTIVIDADES

1. Extraccion de ADN de delfin, tiburén, atin, cerdo, bovino, fresa, platano y
tomate verde

2. Desarrollar la técnica de PCR para verificar si los primers seleccionados
amplifican para cada una de las especies

3. Evaluar los resultados de PCR por electroforesis.

OBJETIVO PARTICULAR 3

Demostrar la presencia de delfin (Delphinus delphis), mediante la técnica de PCR para
detectar la posible adulteracion en atin enlatado.

ACTIVIDADES

1. Extraccion y cuantificacion de ADN de las 15 muestras comerciales de atin
enlatado.

2. Aplicar la técnica de PCR con los primers especificos para cada especie.

3. Evaluar por medio de la técnica de electroforesis.
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2.2 MATERIALES

2.2.1 MATERIAL BIOLOGICO
Para el material biologico de las especies a experimentar se obtuvo (Cuadro 5):

» Carne de delfin (Delphinus delphis)
» Carne de tiburon (Carcharhinidae)
» Carne de atan (Thunnus thynnus)

Cuadro 5. Caracteristicas de las muestras para el material bioldgico.

ANIMAL ESPECIE PRECIO | CANTIDAD LUGAR MUESTRA
$ (g DONDE SE | QUESE VA A
OBTUVO EXTRAER
Delfin Delphinus - 15 FES Carne (higado)
delphis Cuautitlan
Tiburon | Carcharhinidae 16.00 180 Mercado Carne (lomo)
Atun Thunnus 76.44 260 Wal - Mart Carne (lomo)
thynnus

2.2.2 OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE ATUN ENLATADO

Las muestras se obtuvieron de diversos centros comerciales y mercados municipales
(sobre ruedas) como se representa en el Cuadro 6, se juntaron 15 muestras de atun
enlatado, 13 fueron de atiin enlatado en agua y 2 de atun enlatado en agua con aceite:

Cuadro 6. Referencias de las Muestras de atun

ATUN FECHA DE LOTE PRODUCTO PRECIO
ENLATADO CADUCIDAD $
1 A Febrero 2021 L2PES17048B Atan aleta amarrilla 6.90
en agua.
) B Tulio 2021 L-M61J3110 Atun aleta amarrilla 2 40
en agua.
SC705CADY S5 Atan aleta amarrilla
3 C Julio 2019 en agua / aceite, 9.50
desmenuzado.
L-0356 Atun aleta amarrilla
4 D Febrero 2020 en hojuelas en 11.50
aceite.
5 E Marzo 2022 L-M7211110 Atun :aleta amarrilla 730
en hojuelas en agua.
6 F Agosto 2021 L-M66M3695 Atan aleta amarrilla 750
en agua.
- G Agosto 2020 LER1121716 Lomo.de atan aleta 11.95
amarrilla en agua.
8 o Agosto 2020 LER824416 Atan aleta amarrilla 820
en agua.
9 I Septiembre 2020 LPH6224 Lomo.de atan aleta 13.00
amarrilla en agua.
10 j Tulio 2020 LPH6165 Atan aleta amarrilla 12.80
en agua.
1 K Agosto 2020 EMDW1AL2236 Atun aleta amarrilla 2.90
con soya en agua.
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EUDW2AL2236 Atan aleta amarrilla

12 L Agosto 2020 con proteina de 7.20
soya en agua.

13 M Septiembre 2020 ENDWI1AL2646 Atun aleta amarrilla 6.90
en agua.

14 N Agosto 2021 L-M63L3440 Atun aleta amarrilla 9.00
en agua

15 N Diciembre 2021 | L-M64M5137 Atln en agua 7.40

2.3. REACTIVOS Y PRODUCTOS

2.3.1 EXTRACCION DE ADN

>

Método Sambrook

Agua des ionizada o bidestilada

Solucion de lisis (Tris base 0.05M pH=8, EDTA 0.1M y SDS 0.5%)
Enzima proteinasa K a concentracion de 20mg/mL

Mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamilico

Etanol al 70%

Kit Wizard® Sistema magnético de purificacion de ADN para alimentos
Buffer de lisis A, para alimentos

Buffer de lisis B, para alimentos

Enzima RNase A

Solucion de precipitacion, para alimentos

Particulas paramagnéticas MagneSil®

2.3.2 CUANTIFICACION DE ADN

>
>

Muestra a cuantificar
agua libre de nucleasas

2.3.3 ELECTROFORESIS

>
>
>
>
>

Agarosa en polvo

Tris Acetato y EDTA (TAE) IX como solucion buffer, pH=8
Bromuro de etidio en concentracion de 10mg/ml

Marcador de peso molecular

Tinte cargador blue/Orange

2.3.4 PCR

>
>

>

Primer (Reversible y Frontal)
Kit de PCR
e Agua libre de nucleasas
e PCR Master Mix (50 unidades de Taq DNA Polimerasa, 400uM de cada
dNTP y 3uM de MgCl,)
Kit de PCR directo de tejido animal
e Solucion buffer de PCR de tejido animal Phire 2X (incluye dNTP y
MgCl,)
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e Enzima Phire Hot Start II ADN polimerasa

2.4 EQUIPOS

Agitador Vortex Agitador Vortex (Lab-Line), modelo Super Mixer 1290.
Autoclave

Balanza analitica

Camara de electroforesis horizontal

Equipo de fotografia para luz UV (Kodak Digital Science)
Espectrofotometro (Accesolab NanoDrop ND-1000)

Fuente de poder (Biorad), modelo Power Pac 1000.

Horno de microondas

Juego de micropipetas

Microcentrifuga

Puntas estériles para micropipetas

Termoblock

Termociclador (Perkin Elmer), modelo Gene Amp PCR system 2400.
Transiluminador (UVP), modelo M - 15E.

VVVVVVYVYVYVYVVYVYYVYY

2.5 METODOS

2.5.1 EXTRACCION DE ADN
Durante la experimentacion se utilizaron 2 métodos distintos para la extraccion de
ADN, tales fueron:

» Sambrook, el cual se utilizo para la extraccion de ADN, de la carne fresca de
delfin, atun aleta amarrilla y tiburon.

» Kit de PCR para productos altamente procesados, este método se utilizo para
las 15 muestras comerciales de atlin enlatado.

2.5.1.1 SAMBROOK

Para la extraccion de ADN de los materiales biologicos como fue el caso de los
productos frescos de delfin, atin, tiburdn, platano, fresa, tomate verde, cerdo y bovino,
utilizados en la experimentacion, se llevo a cabo el método descrito por Sambrook.

ETAPAS
> DEGRADACION DEL TEJIDO
1. Se limpid perfectamente el area de trabajo con alcohol para que no exista algiin
tipo de contaminacion, usar bata y guantes.
2. Se peso6 0.125g de la muestra en un tubo eppendorf.
3. Se adicion6 1.25ml de solucidn de lisis.
4. Se agrego6 7ul de enzima proteasa previamente concentrada a 20mg/ml.
5. Se incubd los tubos a 50°C en termoblock por 2 horas.
6. Se desactivo la enzima manteniendo la temperatura del termoblock a 60°C por

lo menos una hora.
EXTRACCION DE PROTEINAS Y POLISACARIDOS.

1. Se adicioné al tubo que contiene la muestra 0.25ml de mezcla de fenol-
cloroformo-alcohol isoamflico.
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2. Se centrifugo a 10,000rpm por 10min a temperatura ambiente.

3. Se separaron las fases, recuperando solamente la fase acuosa superior que
contiene el ADN.

> PRECIPITACION DE ADN

1. Se afiadié 1ml de etanol frio a cada uno de los tubos de eppendorf que contenian
la fase acuosa recuperada

2. Se centrifugaron las muestras a 10,000rpm por 10min

3. Se decanto el etanol y se dejo secar el ADN en la incubadora a 37°C por 1 hora.
El ADN se visualiz6 pegado al tubo como una pequefia mancha blanca.

4. Se adicion6 50uL de agua desionizada a cada tubo para re suspender el ADN,
agitando suavemente el tubo hasta su completa disolucion.

2.5.1.2 KIT WIZARD® SISTEMA MAGNETICO DE PURIFICACION DE ADN
PARA ALIMENTOS

Este método se realizo como actividad previa del Kit de PCR directo de tejido animal,
para las muestras de atin enlatado, consideradas como productos altamente procesados.

DESCRIPCION

El sistema Wizard® de purificacion de ADN magnético para alimentos utiliza
MagneSil® particulas paramagnéticas (PMPs). Las particulas paramagnéticas pueden
considerarse una "fase solida movil". A diferencia de los sistemas basados en columnas,
la union de 4cidos nucleicos a particulas magnéticas se produce en solucioén, dando
lugar a una mayor cinética de union y eficacia de enlace. Las particulas también pueden
resuspenderse completamente durante las etapas de lavado del protocolo de
purificacion, aumentando asi el contacto con y la eliminacion de contaminantes, lo que
aumenta la pureza del acido nucleico, véase en el Anexo 1.

METODOLOGIA

1. Se peso 200 mg de cada una de las muestras de atin enlatado y se transfirié a un
tubo de microcentrifuga de 2 ml.

2. Se realizaron 3 lavados a cada muestra con agua libre de nucleasas.

3. Con el tubo inclinado hacia un lado y el material seco que cubre el costado del

tubo, se agregd 500ul de Lysis Buffer A y 7 ul de RNasa A a la muestra. Se tapd
el tubo y se mezcl6 agitando vigorosamente.
Nota: Dependiendo del volumen y las caracteristicas del material de partida, el
volumen del tampon de lisis puede tener ser ajustado. Para promover la facilidad
de manejo de la muestra, recomendamos que la muestra permanezca al costado
del tubo mientras agrega los reactivos. Si el material de muestra se aglomera en
el fondo del tubo y no se resuspende mediante agitacion vorticial, se puede usar
una punta de pipeta para resuspender manualmente la muestra.

4. Se agreg6 250ul de Lysis Buffer B y vortex por 15 segundos para mezclar. Se
coloc¢ el tubo tapado de lado para que el material cubre el lado del tubo.

5. Seincub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente (22-25 ° C).

6. Se agreg6 750ul de solucion de precipitacion, luego se agitd vigorosamente.
Nota: para la mayoria de las muestras, la mezcla serd de color verde en este
punto. La muestra debe estar suspendida de manera uniforme en la mezcla. Si el
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10.

11.

12.

13.
14.
15.
16.

vortexing no es efectivo, el tubo puede sacudirse vigorosamente para
resuspender el material.

Posteriormente se centrifugd a 6000rpm durante 10 minutos.

Se transfirid el sobrenadante (fase liquida) a un tubo de microcentrifuga nuevo
de 2 ml.

Nota: Si hay material flotante encima del liquido, pipetee cuidadosamente
debajo de ¢l, evitando la aspiracion de material flotante

Se mezclo6 vigorosamente la botella de MagneSil® PMP durante 15-30 segundos
para asegurar que las particulas estén completamente resuspendido, se agregd
50ul de MagneSil® PMP resuspendidos al sobrenadante y vortex el tubo
vigorosamente.

Nota el volumen de liquido en el tubo y los PMP MagneSil® deben
resuspenderse por completo antes de dispensarse desde la botella.

Se agregd 0,8 volimenes de isopropanol (por ejemplo, para 1,000 pl de
sobrenadante, agregue 800 pl de isopropanol), invirtiendo el tubo 15 veces para
mezclar. Se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente (22-25 ° C) con
mezclado ocasional, lavando las superficies internas del tubo, asi como las
particulas, se insertaron los tubos en la MagneSphere® Technology Magnetic
por 1 minuto dejando los tubos en el soporte, descartando la fase liquida por
decantacion o pipeteo

Se retir6 el tubo del soporte y se agrego 250ul de Lysis Buffer B a las particulas,
invirtiendo el tubo 2-3 veces para mezclar. Reemplace el tubo en el soporte de
separacion magnética y permita que las particulas se acumulen durante 1
minuto. Retire el liquido como en el paso 10.

Se volvio a suspender las particulas en 1 ml de solucién de lavado de etanol al
70%, devolviendo los tubos al soporte magnético por 1 minuto. Eliminando y
descartando la solucion como en el Paso 10.

Se colocaron las muestras en el termoblock a 65°C durante 10 minutos.

Se agregd S0ul de agua libre de nucleasas, se dio vortex.

Se incubo a 65°C por 10 minutos.

Se recuper6 la fase acuosa de las particulas paramagnéticas, obteniendo el ADN
de cada una de las muestras de atlin enlatado.

2.5.2 CUANTIFICACION DE ADN

FUNDAMENTO

Este método es util para preparaciones de acidos nucleicos altamente puros pues se
detecta cualquier compuesto que absorbe la luz significativamente a 260nm lo cual
incluye, por ejemplo, ADN, ARN, EDTA y fenol. La relacion de absorbancia a 260nm
se utiliza como prueba de contaminacion de una preparacion de ADN y ARN con
proteina, puesto que los aminodcidos aromaticos absorben la luz a 280nm. En este caso,

solo un nivel significativo en la relacion de absorbancia de ambas longitudes de onda

y 50]

l.

[30

Al cuantificar la cantidad de ADN, las lecturas se toman a 260nm y 280nm.
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2. La lectura de 260nm permite el célculo de la concentracion de acidos nucleicos
en la muestra. Una unidad de densidad oOptica corresponde a aprox. 50ug/ml de
ADN de doble hebra.

3. La relacion entre las lecturas a 260nm y 280nm proporciona un estimado de la
pureza de los acidos nucleicos.

4. Preparaciones puras de ADN tiene valores de 1.8, mientras que los valores de 2,
muestran existencia de preparaciones puras de RNA.

5. Si existe contaminacion significativa con fenol o proteinas, la relacion de
260/280 serd menor de 1.8, entonces no se puede cuantificar el ADN presente en
la solucion.

2.5.2.1 METODOLOGIA DE NANO DROP (ESPECTROFOTOMETRO)

1. Se desinfecto con alcohol el area de trabajo.

2. Se conecto el Nano Drop.

3. Se selecciond el programa Nano Drop, ingresar a la opcion acidos nucleicos.

4. Se tomo una micropipeta que tenga la graduacioén apropiada poner la punta para
colocar 2l de agua libre de nucleasas.

Se colocaron los 2l de agua libre de nucleasas para iniciar el equipo “ok”.

oW

Se limpi6 el sensor y poner 2ul de agua libre de nucleasas en el sensor lo cual

servird como blanco.

7. Cuando el equipo registro los valores del blanco, se limpio el sensor por medio
de un pafuelo.

8. Se tomo6 una micropipeta que tenga la graduacion apropiada poner la punta para
colocar 2ul de la muestra a cuantificar.

9. Se colocaron los 2ul de la muestra que se desea cuantificar y seleccionar
“mesure” en el programa.

10. Se registraron los valores de relacion (260/280) y la concentracion (ng/pl).

11. La concentracion debe ser de 60ng/ul, en caso de no ser asi se realiza la

dilucion.

2.5.2.2 DILUCION DE ADN

1.
2.

La concentracion de ADN debe ser de 60ng/pl.

Cuando se obtienen valores distintos (60ng/pl) se debe realizar la dilucion
correspondiente.

Se resuelve por medio de una regla de 3.

ml de la solucion a cuantificar = concentracion obtenida en el Nano Drop
X= 60ng/pl

Para obtener una muestra de 50ul, la concentracion de 60ng/ul, se considera el valor
de “x” como la muestra original y se le agrega agua libre de nucleasas hasta
completar los 50ul.
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2.5.3 ELECTROFORESIS

2.5.3.1 METODOLOGIA PARA LA ELECTROFORESIS EN GEL DE
AGAROSA

Se realizo el gel de agarosa, para de determinar la integridad del ADN vy la visualizacion
de los productos de la PCR durante la experimentacion.

1. Se pesé los gramos correspondientes de agarosa conforme al gel que se iba a
utilizar (integridad del ADN o productos de la PCR).

2. Se disolvié en 50ml de TAE IX (Buffer).

3. Se calento6 la dilucion en el horno de microondas aproximadamente 1 min por
espacios de 20s.

4. Se afiadi6 una gota de Bromuro de Etidio (BrEt) y se mezclo6.

5. Se cerraron las aperturas laterales del soporte del gel.

6. Se vertio la mezcla en el soporte cuidando que no se formen burbujas y colocar
los peines.

7. Se espero a que la solucion gelifique.

8. Se retiraron los peines y se colocd el soporte con el gel en la camara de
electroforesis.

9. Se agreg6é TAE IX a la camara de modo que el gel quede cubierto.

2.5.3.2 CARGA Y CORRIDA DE GEL
1. Se colocd en un trozo de parafina 3ul de Bromuro de Etidio (BrEt); 3ul de
colorante blue/Orange, 5pl de la muestra y 1ul de marcador de peso molecular.
2. Se activo el campo eléctrico a 60V, por medio de la fuente de poder.
3. La duracién de la corrida permanecio hasta que el colorante se visualizo cerca
del extremo opuesto.

2.5.3.4 VISUALIZACION DE PIGMENTOS
1. Se coloco el gel en el transiluminador.
2. Se acomodd el gel de modo que quedara en el centro y encender el
transiluminador.
3. Se encendio la camara y se tomo la fotografiar al gel.

254 PCR (REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA -
AMPLIFICACION DE DNA)

2.5.4.1 PREPARACION DE LA REACCION
Para la preparacion de la reaccion es fundamental la estandarizacion de las
concentraciones de los componentes (primers y ADN).

Los primers deben ser solubilizados a una concentracion de 250uM, mientras que el
ADN requiere una concentracion relativamente baja puesto que, tedricamente, una sola
copia del ADN implica la colecta de millones de cadenas originales.
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2.5.4.2 METODOLOGIA PARA PCR

1. Se agregaron los componentes del Kit de PCR (Cuadro 7).

Cuadro 7. Componentes del Kit de PCR

COMPONENTE PROPORCION POR MUESTRA
Kit Master Mix 12.5ul
Primer Frontal 0.5ul
Reverso 0.5ul
DNA 2ul
Agua Libre de Nucleasas 10.5ul

2. Se anadi6 a cada tubo la muestra que les corresponda.
3. Se colocaron los tubos en la microcentrifuga (5 seg aproximadamente).
4. Se introdujo los tubos al termociclador (Figura 29) y programarlo a las condiciones

de la PCR.

Figura 29. Termociclador (Perkin Elmer), modelo Gene Amp PCR system 2400

4. Se programaron los ciclos que indique el programa de PCR.

2.5.4.3 METODOLOGIA - KIT DE PCR DIRECTO DE TEJIDO ANIMAL

DESCRIPCION

El Kit de PCR directo de tejido animal Thermo Scientific Phire ha sido desarrollado
para la amplificacion de ADN directamente de una gran variedad de tejido animal,
como de ratones, peces, aves e insectos. El Kit contiene todos los componentes
necesarios para la amplificaciéon de ADN directamente de tejido animal: reactivos de
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) optimizados, tampdn de dilucion y aditivo
DNARelease, que se puede utilizar para mejorar la liberaciéon de ADN a partir de tejido
animal. Ademas, el kit incluye primers de control para controlar las reacciones positivas
que son universales y funcionan con numerosas especies de animales. Se proporciona
un manual detallado que describe los protocolos para trabajar con los diferentes tipos de

tejidos’'.
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1. Se agregaron los componentes del Kit de PCR directo de tejido animal, como se

muestra en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Componentes del Kit de PCR directo de tejido animal

COMPONENTE PORCION POR MUESTRA
Buffer 10pL
. Frontal 1puL
Primer Reverso 1pL
Enzima 0.4pL
ADN luL
Agua libre de nucleasas 7.6uL

2. Se afiadi6 a cada tubo la muestra que les corresponda.

Se colocaron los tubos en la microcentrifuga (5 seg aproximadamente).

4. Se introdujeron los tubos al termociclador (Figura 29) y se programaron
condiciones de la PCR.

(O8]

a las
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CAPITULO III. ANALISIS Y RESULTADOS

3.1 OBJETIVO PARTICULAR 1 - DISENO Y SELECCION DE PRIMERS

La determinacion del disefio de los primers es la parte mas importante de la etapa
experimental para la realizacion de la técnica de PCR, para ello se debe considerar las
actividades propuestas en el objetivo particular 1 del capitulo 2.

A diferencia de otras especies, el delfin, el tiburdn, la tortuga y el atin no tienen
designados primers especificos por lo que el principal objetivo de este trabajo fue
disefiarlos para cada uno, de manera que se pudiera identificar en las muestras de atin
para comprobar la autenticidad del producto. Para cumplir con dicho planteamiento se
llevo a cabo el protocolo mencionado anteriormente en el capitulo 2 por medio de los
programas bioinformaticos NCBI y Primerquest tool *2¥ ¥ véase el Anexo 3.

3.1.1. PRIMERS PARA DELFIN

3.1.1.1 CARACTERISTICAS DE LOS PRIMERS

A continuacion, se muestran las propiedades que deberd tener la propuesta para los
primers (frontal y reverso) utilizados para la deteccion de carne de delfin en el atin
enlatado, se muestra la secuencia 5° — 3’, su temperatura de fusion (TM), la ubicacion
dentro del genoma mitocondrial (Anexo 6) y el tamafio del amplificado que se espera
obtener tras la experimentacion, de igual forma se presenta el programa que se utilizara
para el termociclador en la experimentacion de uso de los primers para el delfin (Cuadro

9).

Cuadro 9. Caracteristicas de los primers para delfin

PRIMER SECUENCIA | UBICACION ™ TAMANO TAMANO DE
°0) (bases) AMPLIFICACION
(pb)
FRONTAL | CCACAACA
5 -3 TCACAGTA 58 - 81 55.2 23
CTACGTC 424
REVERSO | GGGCCTGA
5 -3 TTTAAGAA
CCAGAT 460 - 482 54.8 22
PROMEDIO DE LA TM (°C) 55

3.1.1.2 PROGRAMA DE PCR

Para la amplificacion de los primers de delfin se realizd bajo las condiciones del
programa de PCR descrito en el Kit de PCR directo de tejido animal (véase el Anexo 2)
modificando unicamente la temperatura de hibridacion (TM), usando la temperatura que
se muestra en las hojas de especificaciones de los primers de delfin (véase el Anexo 4)
obteniendo de esta manera el programa de PCR para la deteccion de carne de delfin
como se muestra en la Figura 30, desglosando cada una de las 4 etapas de la PCR que
son:
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Figura 30. Programa de PCR para delfin

3.1.2 PRIMERS PARA ATUN

3.1.2.1 CARACTERISTICAS DE LOS PRIMERS

Se describen las propiedades de los primers (frontal y reverso) utilizados para la
deteccion de carne de atin, se muestra la secuencia 5° — 3’, su temperatura de fusion,
la ubicacion dentro del genoma mitocondrial (Anexo 6) y el tamafio del amplificado
como se muestra en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Caracteristicas del primer para atun

PRIMER | SECUENCIA UBICACION | T™M TAMARNO | TAMANO DE
°C) (bases) AMPLIFICACION
(pb)
FRONTAL | GTCCCATAT
5 -3 GTCGGAACT | 457-479 54.4 22
ACTC 468
REVERSO | GTGCAGGA
5 -3 AGGGAACTA | 902 -905 53.9 23
CTATAA
(]
PROMEDIO DE LA TM (°C) i 15 =]

3.1.2.2 PROGRAMA DE PCR

La amplificacion de los primers de atiin se realiz6 bajo las condiciones del programa de
PCR descrito en el Kit de PCR directo de tejido animal (véase el Anexo 2) modificando
unicamente la temperatura de hibridacion (TM), usando la temperatura que se muestra
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en las hojas de especificaciones de los primers de atin (véase el Anexo 4) obteniendo de
esta manera el programa de PCR para la deteccion de carne de atin como se muestra en
la Figura 31, desglosando cada una de las 4 etapas de la PCR que son:

Figura 31. Programa de PCR para la amplificacion de atun

3.2 OBJETIVO PARTICULAR 2 — ESPECIFICIDAD DE LOS PRIMERS

3.2.1 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ADN

Para la especificidad de los primers, se realiz6 la extraccion de las muestras frescas de
atin, delfin y tiburén por medio del método de Sambrook, haciendo el duplicado por
cada muestra, posteriormente se llevd a cabo la cuantificacion de las muestras para

obtener la concentracion y la pureza del ADN extraido como se muestra en el Cuadro
11.

Cuadro 11. Cuantificacion de las muestras frescas

MUESTRA | RELACION 260/280 | CONCENTRACION (ng/uL)

Las muestras
seleccionadas
(naranja) son las
que se usaron
para
electroforesis y
PCR.

Procedente a la cuantificacion, se desarrollaron los calculos para obtener la cantidad de
muestra requerida para la PCR (aproximadamente 60ng/pL) seglin la concentracion de
cada ADN (véase Anexo 5), los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 12.
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Cuadro 12. Cuantificacion Muestras frescas, diluidas

MUESTRA RELACION 260/280 CONCENTRACION (ng/uL)
Atiin 1.94 91
Delfin 1.91 86.3
Tiburén 1.89 79

Teniendo los datos de la cuantificacion de las muestras frescas concentradas y diluidas
de atun, delfin y tiburdn, se elabord el gel de integridad por medio de electroforesis
(Figura 32), obteniendo que en las muestras diluidas se presenta un poco de degradacion
en el ADN a comparacion de las muestras concentradas las cuales el ADN se presenta
integro, usando las muestras diluidas para la PCR de especificidad de los primers
conforme a los datos presentados en el Cuadro 12, estableciendo que el ADN es optimo
por medio del rango de valores de pureza y concentracion para realizar la PCR.

Figura 32. Gel de agarosa al 1% dela integridad de las muestras frescas, (1 y 2) muestras concentradas
de delfin, (3 y4) muestras concentradas de tiburdn, (5 y 6) muestras concentradas de atun, (7) muestra
diluida de delfin, (8) muestra diluida de atun y (9) muestra diluida de tiburén

3.2.2 PCR PARA ESPECIFICIDAD DE LOS PRIMERS

Al tener concretada la extraccion de ADN de las muestras frescas, se ejecutd la PCR,
verificando que los primers disefiados para la deteccion de delfin y atin, son especificos
para cada una de las especies correspondientes, y que se obtuviera el amplificado
establecido en las condiciones de los primers, para delfin el tamafio de amplificacion es
de 424pb y para atin de 468pb, como se presenta en la Figura 33, realizando cada
muestra de delfin y atin por duplicado, mostrando el mismo tamafio de amplificado
correspondiente a cada uno y con su muestra blanco comprobando que no se obtuvo
algin tipo de contaminacion.
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Figura 33. Gel de agarosa al 1.5% de la comprobacion del tamaiio de amplificado de los primers, (M)
marcador de peso molecular de 100pb, (B) Blanco para cada una de los primers, (1y 2) primers de delfin,
(3 y 4) primers de attn

En la Figura 34 se representa la especificidad de los primers de delfin, con especies
filogenéticamente cercanas las cuales fueron atun, tibur6on, cerdo y bovino, y con
especies filogenéticamente lejanos como platano, fresa y tomate verde, mostrando la
distribucion de las especies en el Cuadro 13, observando s6lo una banda en el gel de
electroforesis exclusivamente en el carril 1 correspondiente al control positivo (delfin),
asumiendo la especificidad de los primers de delfin solo amplifican para esta especie,
evitando amplificados no especificos para otras especies presentes en las muestras de

atun enlatado.

Cuadro 13. Distribucion de las especies para el gel de especificidad de los primers de delfin

NUMERO

ESPECIE

PRIMERS UTILIZADOS

Delfin

Atun

Tiburon

Cerdo

Bovino

Platano

Fresa

RA (NN AW |-

Tomate verde

Delfin
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Figura 34. Gel de agarosa al 1.5% de especificidad de los primers de delfin, (M) marcador de peso
molecular 100pb, (B) blanco, (1) delfin, (2) atun, (3) tiburdn, (4) cerdo, (5) bovino, (6) pldtano, (7) fresa,
(8) tomate verde

En la Figura 35, se presenta el gel de especificidad para los primers de atun, los cuales
se comprobaron usando solamente delfin, tiburén y como control positivo atin, como se
muestra en el Cuadro 14, ya que en este andlisis de electroforesis solo se requiere
corroborar de que si existe presencia de atin en el atin enlatado.

Cuadro 14. Distribucion de las especies para el gel de especificidad de los primers de atun

NUMERO ESPECIE PRIMERS UTILIZADOS
1 Atan
2 Delfin Atun
3 Tiburon
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Figura 35. Gel de agarosa al 1.5% para especificidad de los primers de atun, (M) marcador de peso
molecular 100p, (B) blanco, (1) atun, (2) delfin, (3) tiburén

Como se muestra en la Figura 35, los primers de atun no son especificos para esta
especie, ya que se presentan amplificados en los carriles 2 y 3 correspondientes a las
especies de delfin y tiburén, de igual forma se puede visualizar que la banda mas
brillante corresponde al atun, haciendo uso de tales primers para las siguientes
actividades ya que solo se ocuparan para verificar que hay presencia de atin en las
muestras a experimentar.

3.3 OBJETIVO PARTICULAR 3 — PRESENCIA DE DELFIN EN ATUN
ENLATADO

3.3.1 EXTRACCION DE ADN DE LAS MUESTRAS DE ATUN ENLATADO

La extraccion de las 15 muestras de atin enlatado, se desarrolld por medio del kit
Wizard® sistema magnético de purificacion de ADN para alimentos, ya que son
productos que han tenido un tratamiento térmico y ademas se le afiaden aditivos para su
conservacion, por ende estas sustancias quimicas inhiben la PCR, si se desarrolla por el
método convencional (master mix), de esta manera para lograr obtener el ADN de
dichos productos se realizd el procedimiento del kit antes mencionado y el método de
PCR directo para tejido animal, asegurando extraer el material genético de la muestra.

De tal manera que, al ejecutar ambos métodos, no se elabora la cuantificacion de ADN,
ya que se obtenia muy poca concentracion al realizar el primer método de purificacion.

3.3.2 PCR DE LAS MUESTRAS DE ATUN ENLATADO CON LOS PRIMERS
DE ATUN

En la Figura 36 - 38, se presenta los 3 el geles de electroforesis al 1.5%
correspondientes a los productos de la PCR de las 15 marcas de atin enlatado con los
primers de atin (Cuadro 15), se realiza esta etapa de experimentacioén corroborando que
hay presencia de atin en las 15 marcas que se ocuparon en la experimentacion,

e ——
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evaluando que en las Figuras 36, 37 y 38 se visualiza un amplificado en cada una de las
muestras de atun enlatado y para comprobar también se presenta el amplificado en
control positivo que es atiin y de igual forma de visualiza que no se tuvo ningan tipo de
contaminacion ya que la muestra “blanco” de los 3 geles permanece sin tener
amplificacion, por lo tanto se asume que las 15 muestras de atun enlatado, como se
presenta la distribucion en el Cuadro 15, tiene presencia de atin en su composicion.

Cuadro 15. Distribucion de las muestras de atun enlatado de 1 — 15, usando los primers para deteccion
de atun

NUMERO ATUN ENLATADO PRIMERS UTILIZADOS
1 A
2 B
3 C
4 D
5 E
6 F
7 G
8 H Atun
9 |
10 J
11 K
12 L
13 M
14 N
15 N

Figura 36. Gel de agarosa al 1.5% de la PCR de las muestras de atun enlatado (1 -5) con primers de atun,
(M) marcador de peso molecular de 100pb, (B) blanco, (C+) control positivo — atun, (1-5) muestras de
atun enlatado
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Figura 37. Gel de agarosa al 1.5% de la PCR de las muestras de atun enlatado (6 - 10) con primers de
atun, (M) marcador de peso molecular de 100pb, (B) blanco, (C+) control positivo — atun, (6 - 10)
muestras de atun enlatado

Figura 38. Gel de agarosa al 1.5% de la PCR de las muestras de atun enlatado (11 -15) con primers de
atun, (M) marcador de peso molecular de 100pb, (B) blanco, (C+) control positivo — atun, (11-15)
muestras de atun enlatado
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3.3.3 PCR DE LAS MUESTRAS DE ATUN ENLATADO CON LOS PRIMERS
DE DELFIN

En el Cuadro 16, se presenta la distribucién de las 15 marcas de atun enlatado en los
geles de electroforesis al 1.5% para los productos de la PCR de las 15 marcas de atun
con los primers de delfin.

Cuadro 16. Distribucion de las muestras de atun enlatado de 1 — 15, usando los primers para deteccion
de delfin

NUMERO ATUN ENLATADO PRIMERS UTILIZADOS
1 A
2 B
3 C
4 D
5 E
6 F
7 G
8 H Delfin
9 I
10 J
11 K
12 L
13 M
14 N
15 N

En la Figura 39, se indican, el gel de electroforesis al 1.5% para los productos de la
PCR de las marcas 1 a 5 (Cuadro 16) de atun enlatado con los primers de delfin,
visualizando el amplificado de 424pb en el carril del “C+” (control positivo) que es
carne delfin y de igual manera se visualiza el amplificado de 424pb en las muestras 3 y
4 correspondientes al atun enlatado “C” y “D” respectivamente, comprobando que en
estas marcas hay presencia de delfin en su composicion, verificando que no hay
amplificacion en la muestra “blanco” y por ende se afirma que existe una adulteracion
con respecto al etiquetado de dichas marcas.
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Figura 39. Gel de agarosa al 1.5% de la PCR de las muestras de atun enlatado (1 -5) con primers de
delfin, (M) marcador de peso molecular de 100pb, (B) blanco, (1 -5) muestras de atun enlatado, (C+)
control positivo — delfin

En la Figura 40, se muestra el gel de electroforesis al 1.5% de los productos de la PCR
de las muestras 6 a 10 (Cuadro 16) con primers de delfin, en el cual, solo se presenta el
amplificado de 424pb en la muestra “C+” (control positivo) que es carne de delfin y no
se visualiza otro amplificado en las muestras de atun enlatado, comprobando que de la
muestra 6 a la 10, no se tiene presencia de delfin en sus composiciones, verificando que
no se tuvo ningun tipo de contaminaciéon ya que la muestra “Blanco” no presentod
amplificado.

Figura 40. Gel de agarosa al 1.5% de la PCR de las muestras de atun enlatado (6 -10) con primers de
delfin, (M) marcador de peso molecular de 100pb, (B) blanco, (C+) control positivo - delfin, (6-10)
muestras de atun enlatado, (C-) control negativo — atun
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La Figura 41, representa el gel de electroforesis al 1.5% de los productos de la PCR de
las muestras 11 a 15 (Cuadro 16) de atun enlatado con los primers de delfin, donde se
puede visualizar un amplificado de 424pb en la muestra 13 correspondiente al atin
enlatado “M”, comprobando que el “C+” que es delfin, también se visualiza el
amplificado de 424pb, demostrando que la muestra 13 tiene presencia de carne de delfin
dentro de su composicion, detectando la adulteracion del producto ya que durante la
experimentacion no se tuvo contaminacion en las muestras, verificando que la muestra
“Blanco” no present6 amplificacion.

Figura 41. Gel de agarosa al 1.5% de la PCR de las muestras de attin enlatado (11 -15) con primers de
delfin, (M) marcador de peso molecular de 100pb, (B) blanco, (C+) control positivo - delfin, (11-15)
muestras de atun enlatado, (C-) control negativo — atun

En la Figura 42, se muestra el gel de electroforesis al 1.5% de los productos de la PCR
de las muestras 3, 4 y 13 de atin enlatado correspondientes a las marcas “C”, “D” y
“M” respectivamente, que presentaron amplificado de 424pb con los primers de delfin,
verificando que nuevamente de obtiene el amplificado de 424pb, no presentado
contaminacion al realizar la experimentacion ya que en la muestra “Blanco” no se
visualiza amplificado y la muestra “C+” que es carne de delfin de igual manera presenta
amplificacion en la seccion 424pb, asegurando que la prueba se realizd correctamente y
que las muestras 3,4 y 13 de atun enlatado, tiene presencia de carne de delfin dentro de
su composicion.
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Figura 42. Gel de agarosa al 1.5% de la PCR de la comprobacion de las muestras de atun enlatado que
amplificaron con primers de delfin, (M) marcador, (B) blanco, (C+) control positivo- delfin, (3, 4y 13)
muestras de atun enlatado, (C-) control negativo — atun

Como se representa en la Figura 42, las bandas de amplificacion propias de las marcas
que contiene carne de delfin y por ende se clasifican como productos adulterados, ya
que, en la legislacion alimentaria mexicana, se aplican diversas normas para este tipo de
situaciones, con la finalidad de que el consumidor tenga la certeza de que el producto a
consumir es de la calidad deseable y seguro a la ingesta del consumidor.

Para ello la Procuraduria Federal del consumidor (PROFECO) desarrollo un dictamen
general, en el cual se elabora un dictamen sobre el atin enlatado donde se describe:

En cuanto a la calidad, los alimentos enlatados deben cumplir con normas oficiales

referentes al etiquetado, contenido neto y al envasado; asi como con una norma
: 42

mexicana referente el consumo de los productos del mar enlatados™.

. . 42
Las normas son las siguientes™:

» NOM 084 SCFI 1994. Informacion comercial-Especificaciones de informacion
comercial y sanitaria para productos de atin y bonita preenvasados.

» NOM 002 SCFI 1993. Productos preenvasados contenido neto tolerancias y
métodos de verificacion.

» NMX F 220 1982. Alimentos para uso humano. pesca. Atin y pescados
similares en aceite enlatados

. . 42
En ellas se describe de forma resumida™:

1. Que se utilicen materias primas e ingredientes de calidad.
2. Los aditivos permitidos.

e ——
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Los factores que determinan la calificacion del contenido y del envase.
La lista de ingredientes en la etiqueta.

Identificacion del lote de fabricacion.

Los datos del fabricante.

La fecha de consumo preferente.

NSn AW

RECOMENDACIONES AL COMPRAR

Revisa la etiqueta del producto para ver si es el que deseas adquirir.

2. Lavariedad de atin blanco, por lo general, tiene un precio mayor.

3. Lee la fecha de caducidad o de consumo preferente (Por lo regular son dos afios
desde su elaboracion).

4. Revisa la lata que no esté golpeada, abombada u oxidada.

5. Una vez abierta la lata, conserva su contenido en un recipiente de cristal para
que no absorba los olores del refrigerador.

6. Tapa muy bien el frasco para que tampoco el olor de las sardinas impregne a los
demas alimentos.

7. Nunca los guardes en su misma lata en el refrigerador.

La informacion obligatoria que debe constar en las etiquetas de los productos
enlatados es la denominacion de venta (tipo_de pescado, presentacion y medio de
cobertura), identificacion de la empresa, lista de ingredientes, contenido neto y masa
drenada, codigo de lote y fecha de consumo preferente™.

Con la informacion que se muestra anteriormente se verifica la informacion que debe
tener la etiqueta de las latas de atin, y con los datos obtenidos en la experimentacion se
comprueba la adulteracion de las marcas de atin enlatado “C”, “D” y “M”, describiendo
las caracteristicas de cada una de las marcas que amplificaron en la deteccion de carne
de delfin, observando que no se tiene el etiquetado adecuado, y no se describe en su
totalidad la composicion y por ende se dictaminan como productos adulterados
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CAPITULO IV. DISCUSION

Para la realizacion de este proyecto, se llevo a cabo la extraccion de ADN de las
muestras bioldgicas de lomo de atun, higado de delfin y carne de tiburdn, las primeras 2
muestras (atun y delfin) se utilizaron para los controles positivos de los geles de
electroforesis en la deteccion de carne de atin y delfin en las 15 muestras de atin
enlatado.

La extraccion de ADN de atin y delfin se llevd a cabo por el método de
Sambrook, mientras que para la extraccion de las 15 muestras de atin enlatado se
desarroll6 usando 2 métodos, el primero consistia en el uso del sistema de purificacion
Kit Wizard® Sistema magnético de purificacion de ADN para alimentos y el segundo
se realizd por el Kit de PCR directo de tejido animal, al utilizar ambos métodos se
asegura la total extraccion de las muestras ya que al ser un producto altamente
procesado, teniendo un tratamiento térmico y la adicion de sustancias como agua, aceite
y los aditivos que lo conforman para su conservacidn, inhibian la PCR al realizar el
método se Sambrook para la extraccion y la metodologia convencional (Master Mix) de
la PCR, por tal motivo para este proyecto se implementaron los 2 métodos (Kit
Wizard® Sistema magnético de purificacion de ADN para alimentos y Kit de PCR
directo de tejido animal) complementarios para la obtenciéon de los resultados
requeridos de la experimentacion.

Posteriormente se efectud la cuantificacion del ADN extraido de atun, delfin y
tiburdn, teniendo altas concentraciones de ADN que van desde los 5200ng/ul hasta
350ng/ul, se realiz6 por duplicado cada muestra con variacion de concentraciones
insignificativas entre las repeticiones, debido a los altos valores se diluyeron las
muestras obteniendo concentraciones de 60ng/ul — 100ng/ul para la realizacion de la
PCR.

Los primers que se utilizarén para determinar presencia de carne y atun, se
disefiaron por medio de programas bioinformaticos, en base al ADN mitocondrial de las
especies (Anexo 6), y conforme a sus caracteristicas proporcionadas por los programas,
también se diseflaron los programas de la PCR que se emplearian siguiendo la
metodologia del Kit de PCR directo, cambiando unicamente la temperatura de
hibridacion de los primers por las temperaturas descritas en las hojas de
especificaciones (Anexo 3).

Se utilizd la técnica de electroforesis para confirmar que los primers
amplificaban para atin y delfin y el tamafio de las bandas de amplificacion era el
descrito, por lo que se usé el ADN extraido de atin y delfin como controles positivos,
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realizando por duplicado cada muestra, como se presenta en la Figura 33, visualizando
los amplificados de 424pb para delfin y 468pb para atan.

Para la comprobacion de la especificidad de los primers disefiados de atun y
delfin, se elaboro6 la PCR correspondiente a cada pareja con sus respectivas condiciones.

En la prueba de especificidad de los primers de atun, se realiz6 la amplificacion
con las muestras de atun, delfin y tiburdn, para visualizar los productos de la PCR se
empleo la técnica de electroforesis en gel de agarosa al 1.5% como se muestra en la
Figura 35, donde se observan 3 bandas de 468pb correspondientes a los carriles 1
(atin), 2 (delfin), 3 (tibur6n), esto comprueba que los primers disefiados para atun no
son especificos, de tal manera que se usaron en la experimentacién para corroborar que
hay presencia de atun en el atun enlatado.

Para rectificar la especificidad de los primers disefiados para la deteccion de
carne de delfin en el atan enlatado, se llevd a cabo con muestras de delfin como control
positivo, atun, tiburdn, cerdo, bovino, platano, fresa y tomate verde, las 5 ultimas
muestras se tomd el material genético de proyectos de extraccion de ADN
anteriormente realizados, para comprobar la especificidad de los primers se desarroll6 la
técnica de electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para el analisis de los productos de la
PCR, como se muestra en la Figura 34, se visualiza unicamente un banda de 424pb
correspondiente al carril “C+”, donde se colocd muestra de delfin y no se aprecia
ningln otro amplificado en los demas carriles que involucra a las muestras de las otras
especies, demostrando que los primers disefiados son especificos para detectar delfin y
no amplifican para otras especies, determinando que la presencia de las especies que no
tuvieron amplificacion no interfieren en los resultado obtenidos en la deteccion de carne
de delfin en las 15 muestras de atun enlatado usadas en la experimentacién ya que
unicamente amplifican para delfin.

Los resultados obtenidos de los geles de electroforesis para la deteccion de carne
de delfin en las marcas de atin enlatado, primero se evalu6 que los 15 muestras tuvieran
atiin en su composicién, como se muestra en las Figuras 36, 37 y 38, visualizando que
las 15 marcas se observa el amplificado de 468pb, determinando que hay presencia de
carne de atin, para la determinacion de carne de delfin, se desarrolld6 el mismo
procedimiento como se presenta en las figuras 39, 40 y 41, que observa se muestra el
amplificado de 424 en el control positivo (delfin) y en las marcas 3, 4y 13, constatando
que hay presencia de carne de delfin en dichas marcas de atin enlatado.

Se deduce que la técnica es apropiada para la deteccion de carne de delfin en
atin enlatado, corroborando que las marcas que presentaron amplificacion se
dictaminan como adulteradas, presentando ingredientes adicionales no establecidos en
la etiqueta como deberian de prescribirse para conocer su completa composicion, como
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se establece en las normas oficiales mexicanas NOM 084 SCFI 1994, NOM 002 SCFI
1993, NMX F 220 1982, para productos de atun.

Los resultados que se obtuvieron, con los que se han realizados en trabajos
anteriores relacionados al tema, muestran la importancia de desarrollar estudios
confiables y precisos en relacion a la autentificacion de especies en los alimentos, con
técnicas basadas en el uso de ADN, presentando un panorama mas amplio de la
conformacién de un alimento, otorgando seguridad y confianza al consumidor.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La utilizacion de la técnica de PCR en la autentificacion de especies y la
deteccion de adulteraciones, es una de las mas confiables y especificas ya que se
requiere del uso del material genético de la especie que se pretende identificar en
muestras “poco confiables” que puedan contener elementos no propios de su
composicion generando la adulteracion del producto; como se describe en el presente
proyecto para la deteccion de carne de delfin en atun enlatado.

Por lo cual para iniciar con la metodologia se logré extraer el ADN de las 15
muestras de atin enlatado, realizando 3 lavados previos a cada muestra y utilizando 2
métodos (Kit Wizard® Sistema magnético de purificacion de ADN para alimentos y Kit
de PCR directo de tejido animal) obteniendo el ADN para la ejecucion del analisis con
la PCR, al obtener amplificados se demuestra que no se present6 inhibicién de la PCR y
se tuvo ADN integro al realizar los 2 método para la extraccion, de igual manera los
pimers disefiados con sus respectivos programas de PCR fueron adecuados a las
caracteristicas de los primers permitiendo la visualizacion de las bandas de
amplificacion de 424pb para delfin y 468pb para atin.

Por medio de los datos obtenidos de la PCR para la deteccion de atin en las 15
marcas de atin enlatado, se concluye que en las respectivas muestras empleadas en la
experimentacion se detecta la presencia de atiin, no obstante, sabiendo que los primers
disefiados para la deteccion de esta especie no son especificos, corroborando lo ya
mencionado en el etiquetado y en paginas de instituciones gubernamentales
(PROFECO) que las 15 marcas de atun contienen atin en su composicion.

La técnica disefiada para la deteccion de carne de delfin en atin enlatado es
altamente especifica, que no amplifica con otras posibles especies presentes como
tiburén, cerdo, bovino, etc. Asi que no intervinieron en la autentificacion del producto,
por ello se comprueba que las muestras analizadas de atin enlatado 3 (“C”), 4 (“D”) y
13 (“M”) presentan adulteracion, ya que en su composicion tienen presencia de carne de
delfin y el contenido de est4 no se encuentra reportado en su etiqueta.

En general para ser un proyecto mas integro, se recomienda aumentar las
muestras a analizar de atiin enlatado, con la finalidad de proporcionar una respuesta mas
amplia y concreta con respeto al tema de productos comercializados de atin — mamifero
marino, asi como determinar la composicion nutrimental al consumir carne de delfin,
ofreciendo un criterio propio al consumidor sobre los efectos buenos y malos de la
ingesta al ser humano, asi como también conociendo la composicion que ofrece el
producto y que sea decision propia el consumirlo o no, involucrando que el principal
motivo por el cual no se pesca el delfin para consumo es por la preservacion de la
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especie, considerada una de las mas protegidas por diversas asociaciones “Greenpeace”
y de proteccion a los animales.

Siendo un animal inteligente que otorga diversos beneficios al estar en contacto
con el ser humano y que algunas especies de delfin estdn en peligro de extincion, se
deberia implementa un sistema mas estricto en cuestion de la pesca ilegal o de la mala
actividad pesquera, que permita el bienestar de los delfines al realizarse la pesca de atin
con el objetivo de no ocasionarles grandes lesiones y el mayor de los casos la muerte.

De tal manera que el presente proyecto se puede emplear como una herramienta
o un procedimiento adicional para el analisis de calidad del atun enlatado, afiadiendo
parametros mas estrictos a los estipulados con el fin de preservar y proteger las especies
animales involucradas en su proceso de elaboracion, brindando un producto totalmente
confiable al consumidor.
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ANEXOS

ANEXO 1. KIT WIZARD® SISTEMA MAGNETICO DE PURIFICACION DE
ADN PARA ALIMENTOS
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ANEXO 2. KIT DE PCR DIRECTO DE TEJIDO ANIMAL
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ANEXO 3. DISENO DE PRIMERS

METODOLOGIA

> DELFIN
1. Por medio del buscador (google), entrar a la pagina de NCBI.

Google

Todos

Cerca de 64,400,000 resultados (0.35 segundos) / CI_ICK

[ National Center for Biotechnology Information ]
https:ffwww nebinlm_onih.gow/ = Traducir esta pagina
U.S. government-funded national resource for molecular biology information. Access to many public

$B

Libros magenes Maps Moticias Mas - Herramientas de basqueda

databases and other references, including the draft human

2. Colocar el nombre cientifico de la especie a estudiar

3. Para buscar una secuencia de ADN, colocar

e SE COPIA EL “GI”

4. Se ingresa el numero del GI (el nimero que se copid) al programa Primerquest

Tool.
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I‘\ CLICK

SE INGRESA EL

/ NUMERO DEL “GI”

———— cLcK

5. Se ingresa a los primers que te realiza el programa.

/ CLICK

6. Se selecciona el primer que cuento con todas las propiedades.

SE VERIFICAN LAS
PROPIEDADES
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7. Se comprueban los datos, las temperaturas y que realmente amplifique para la especie
de interés

Assay Design | Resulis

Help ~ About
Gl# 27362948 Assay Set 3 Details
Back to Results
Parameter Set: General PCR (Primers only)
Sequence Name: GI# 27362948
Amplicon Length: 424
Start Stop Length Tm GC%
Forward  [CCACAACATCACAGTACTACGTC (Sense] 58 3 3 3 4738
Reverse  [GGGCCTGATTTAAGAACCAGAT (AntiSense) 460 482 2 62 455

Base Sequence

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &

Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments

Color key for alighment scores

<40 40-50 80-200 »>=200
@ u e ry I ——
1 1 1 1
1 4 a 12 16 20

8. Posteriormente se verifican los primers con la secuencia mitocondrial

(MITOMAP) (Mitomap.org) para comprobar que realmente amplifiquen para la
especie de interés (delfin).
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> ATUN
1. Por medio del buscador (google), entrar a la pagina de NCBI.

Google [] . EN

Todos Libros Imagenes Maps MNoticias Mas - de blasqueda

CLICK

Cerca de 64,400,000 resultados (0.325 segundos)

[ MNational Center for Biotechnology Information ]/
https fwww nebinlm_nih.gow/ ~ Traducir esta pagina
U.s. government-funded national resource for molecular biology information. Access to many public
databases and other references. including the draft human

2. Colocar el nombre cientifico de la especie a estudiar

3. Para buscar una secuencia de ADN, colocar

/ SE COPIA EL NUMERO “GI”

4. Se ingresa el numero del GI (el nimero que se copid) al programa Primerquest
Tool.

| I‘\ CLICK
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SE INGRESA EL

/ NUMERO DEL “GI”

—
CLICK

5. Se ingresa a los primers que te realiza el programa.

6. Se selecciona el primer que cuento con todas las propiedades.

SE VERIFICAN LAS
PROPIEDADES T

7. Se comprueban los datos, las temperaturas y que realmente amplifique para la especie
de interés
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Start Stop Length Im GC%
Forward GTCCCATATGTCGGAACTACTC (Sense) 457 479 22 62 50
Reverse  GTGCAGGAAGGGAACTACTATAA (AntiSense) 902 925 23 62 435

Base Sequence

ATGECARGCCTCCGRRRRACTCACCE ARRRRTCGCITAR CACTRGTTGACCTTICCTACCCCCTCTARTATCTCIGCATEAT

7. Posteriormente se verifican los primers con la secuencia mitocondrial
(MITOMAP) (Mitomap.org) para comprobar que realmente amplifiquen para la
especie de interés (atin).
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ANEXO 4- HOJAS DE ESPECIFICACIONES DE LOS PRIMERS
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ANEXO 5 - CALCULOS DE DILUCIONES

Se resuelve por medio de una regla de 3.

ml de la solucion a cuantificar = concentracion obtenida en el Nano Drop
x=60ng/ul

Para obtener una muestra de 50ul, la concentracién de 60ng/ul, se considera el valor

de “x” como la muestra original y se le agrega agua libre de nucleasas hasta completar
los 50ul.

» MUESTRAS FRESCAS

50uL———380.4ng/uL

e Atin=
x———60ng/uL
X=8uL ADN; + 42uL agua libre de nucleasas para 50uL
e Delfin= SOHL===5206.6ng/uL
x——-100ng/uL
X=1pL ADN; + 49uL agua libre de nucleasas para 50pL
e Tiburén = 50uL—--985.3ng/uL

x———60ng/uL

X=3uL ADN + 47uL de agua libre de nucleasas para S0uL
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ANEXO 6 —- CARACTERISTICAS DEL GENOMA MITOCONDRIAL PARA EL
DISENO DE LOS PRIMERS

> Delfin

Genoma mitocondrial de la especie Delphinus delphis, determinando la secuencia de el
gen DDAO4 tRNA-Thr, secuencia parcial y D-loop.

TCACCCAAAGCTGAAGTCTACATAAACTATTCCT
TGAAAAAGCTTATTGTACAATTACCACAACATCAC
AGTACTACGTCAGTATTAAAAGTAATTTGTTTTAA

AAACATTTTACTGTACATATTACATACACATACAC

ATGTACATGCTAATATTTAGTCTCTCCTTGTAAAT Fragmentos del ADN para el
disefio de los primers de delfin.

ATTCATATATTCATGCTATGTATTATTGTGCATTC

ATTTATTTTCCATACGATAAGTTAAAGCTCGTATT
AATTATTATTAATTTTACATATTACATAATATGCAT
CCTCTTACATATTATATATCCCCTTCAATTTCATTCC
CATTATACCCTATGGTCGCTCCATTAGATCACGAG
CTTAATCACCATGCCGCGTGAAACCAAGCAACCC
GCTTGGCACGGATCCCTCTTCTCGCACCGGGCCCA

TATCTCGTAGGGGTAGCTAATAATGATCTTTATAA

<«
GTCATCTGGTTCTTAAATCAGGCCCATTTTAACTTA

AAATCGCCCGGTCGAAAATCTTAAATAAGACATC
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> ATUN

Genoma mitocondrial de la especie thunnus thynnus del gen citocromo b (cytb),

secuencia parcial.
ATGGCAAGCCTCCGAAAAACTCACCCGCTACTAAAAATCG
CTAACGACGCACTAGTTGACCTTCCTACCCCCTCTAATATC
TCTGCATGATGAAACTTTGGCTCACTACTTGGCCTTTGCCT
TATTTCTCAGATCCTTACAGGACTATTCCTCGCAATACACT
ACACCCCTGATGTCGAATCAGCCTTCGCCTCAGTAGCCCA
CATTTGCCGAGATGTCAACTTCGGTTGACTTATCCGGAACC
TCCACGCAAACGGGGCCTCTTTCTTCTTTATCTGTATCTACT
TCCACATCGGCCGAGGACTTTACTACGGCTCTTACCTATAC
AAAGAAACATGAAACATCGGAGTAGTACTCCTACTCCTAGT
TATGATGACCGCCTTCGTTGGCTACGTCCTTCCCTGAGGAC
AAATGTCTTTCTGAGGAGCTACCGTCATTACTAACCTCCTAT

CCGCAGTCCCATATGTCGGAACTACTCTCGTTGAATGAATCT

GAGGAGGCTTTTCAGTAGACAATGCCACCCTCACCCGATTC

TTCGCATTCCACTTCCTATTCCCATTCGTCATCGCAGCTATGA

CAATTCTTCACCTTCTTTTCCTTCACGAAACAGGTTCAAATAA

TCCAATCGGATTAAACTCAAATGCAGATAAAATCTCATTCCA

CCCATACTTCTCTTACAAAGACCTCCTTGGTTTCGTGATCCT

GCTAGTAGCACTCGCCTCTCTAGCACTATTCTCCCCTAACCT

CCTAGGAGATCCAGACAACTTCACCCCTGCCAACCCAATGG

TTACTCCACCTCACATTAAACCTGAATGATATTTCCTATTTG

CATACGCAATTCTTCGGTCCATTCCAAACAAACTAGGAGGAG

TACTAGCCCTCCTAGCCTCCATCCTTGTACTTATAGTAGTTCCC <
TTCCTGCACACTTCAAAACAGCGAACTCTAACATTCCGACCAGT
TTCCCAATTCCTATTCTGAACCCTTATTGCAGACGTAGCCATTC
TTACCTGAATCGGGGGTATGCCAGCAGAACAGCCCTTCATTAT
TATCGGCCAAGTAGCTTCCGTCCTCTACTTCTCCCTATTCCTTGT

TTTCTTCCCACTTGCAGGCTGAGCTGAGAACAAAATCCTTGGA

TGATCCT
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Fragmentos del ADN para el
disefio de los primers de atun.
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