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RESUMEN

En el presente trabajo se muestra la utilidad de la técnica de extraccion de ADN molecular
gue sirvié para determinar adulteraciones en embutidos de pavo elaborados y
comercializados en México. Se analizd |la presencia de 4 especies (res, pollo, pavo y cerdo)
en embutidos de pavo utilizando la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) de la cual se obtiene varias réplicas de ADN a partir de una pequefia cantidad del
ADN molde.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que consiste en amplificar in
vitro fragmentos especificos del ADN por el apareamiento de dos moléculas cebadoras o
primers con la molécula de ADN original, con la finalidad de detectar una secuencia o gen
de interés en el genoma de un organismo y es una técnica que se emplea para la
determinacién de adulteraciones e identificacidn de especies

Se disenaron parejas de primers a partir del articulo publicado por Kesmen et al., 2009 en
donde menciona el nimero de acceso al GenBank de las especies de interés y mediante
programas bioinformaticos se realizé el diseino de éstos.

La reaccién en cadena de la polimerasa se llevé a cabo mediante 4 programas de PCR para
cada especie, utilizando la temperatura de hibridacion de los primers. Posteriormente se
comprobd su especificidad para evitar hibridaciones con otras especies y no tener errores
en la determinacién de adulteraciones.

Los resultados obtenidos mostraron que la mayoria de las muestras analizadas contienen
una o mas especies que no estan reportadas en la etiqueta, lo que indica adulteracién e
incumplimiento de la NOM-051-SCFI/SSA1-2010. La carne de pollo fue la especie que se
encontré en su mayoria, 7 muestras, cerdo en 5 muestras, res en una muestra.
Unicamente de 6 de 16 muestras comerciales coincidieron con la especie reportada en la
etiqueta.
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INTRODUCCION

La carne de pavo es considerada como uno de los productos de origen animal con menor
contenido de grasa en comparacion con la carne de cerdo, pollo y res. El consumo de
estos productos es una alternativa que esta relacionada con el cuidado en la salud vy
practicas religiosas (Estudios de Mercado, 2013), ademds su alto contenido proteico y bajo
contenido en colageno facilita su digestibilidad; razones por las cuales existe preferencia
de esta carne por parte de los consumidores (Villamar y Guzman, 2006).

Los embutidos son alimentos consumidos en su mayoria por su facil coccién y
preparacion, teniendo una gran versatilidad a la hora de ser preparados siendo de buen
agrado para el consumidor, en especial para los nifos, ya que es una forma mas atractiva
de consumo. Los embutidos de pavo en los ultimos afios se han presentado como una
nueva alternativa de consumo dirigido a las personas que cuidan su salud, la industria
alimentaria utiliza la carne de pavo para ofrecer una opcidn alterna a los embutidos de
cerdo, consiguiendo reduccién de calorias y de grasas en los productos elaborados a partir
de pavo (Estudios de Mercado, 2013).

La identificacidon de especies en embutidos es un tema importante, no solo del punto de
vista econdmico, sino también por razones de salud publica, regulaciones
gubernamentales y por practicas religiosas.

La adulteracion en productos alimenticios es un problema que se ha presentado en el
transcurso de los afios, causando enfermedades y reacciones alérgicas que van en contra
de las normas existentes que dictan el aseguramiento de calidad e inocuidad de los
alimentos para los consumidores por parte de las industrias alimenticias (NOM-251-SSA-
2009). Por lo que el uso de carnes que no son reportadas en el etiquetado atienta contra
el bienestar del consumidor y va en contra de las normas establecidas en nuestro pais.
Estas adulteraciones se presentan mas en productos de baja gama y en algunos casos en
productos de gama media, debido a la reduccidn de costos a la hora de elaborar dichos
embutidos, mezclando carnes de distintos animales o en su defecto siendo sustituidos por
especies similares (Villamar y Guzman, 2006).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que consiste en amplificar in
vitro fragmentos especificos del ADN por el apareamiento de dos moléculas cebadoras o
primers con la molécula de ADN original, con la finalidad de detectar una secuencia o gen
de interés en el genoma de un organismo y es una técnica que se emplea para la
determinacién de adulteraciones e identificaciéon de especies (Coleman y Tsongalis, 2005).
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 Generalidades de la carne

Segun la NOM-194-SSA1-2004, se define a la carne como una estructura muscular estriada
esquelética, acompaniada o no de tejido conectivo, huesos y grasa, ademas de fibras
nerviosas, vasos linfaticos y sanguineos; proveniente de los animales para abasto, que no
ha sido sometida a ningun proceso que modifique de modo irreversible sus caracteristicas
sensoriales y fisicoquimicas; se incluyen las refrigeradas o congeladas.

1.1.1 Composicion quimica
1.1.1.1 Proteinas
Las proteinas constituyen la mayor parte del organismo animal. En el musculo vivo, las
proteinas son los componentes mas importantes por su funcién fisioldgica y en la carne
constituyen la principal fuente de proteina de alta calidad de la dieta humana.

Quimicamente las proteinas son moléculas complejas constituidas por unas cadenas de
aminodcidos. Los aminodcidos pertenecen a la configuracién L vy difieren
fundamentalmente en el grupo R de la estructura general R-CH(NH,;)COOH. Las
propiedades y funciones de cualquier proteina dependen del nimero de posicidn relativa
de los aminodcidos que posee y de la naturaleza quimica de sus grupos laterales (Potter,
1973).

De acuerdo con su procedencia, las proteinas del musculo se clasifican en sarcoplasmicas,
miofibrilares y proteinas del tejido conectivo. Ademas de las proteinas musculares, existen
numerosas proteinas en los diferentes dérganos, membranas celulares y estructuras
membranosas, hueso y de las diversas formaciones derivadas de la piel (Potter, 1973).

1.1.1.2 Grasas
Las grasas suponen 18-30% del peso en canal listo para el mercado. Los niveles inferiores
son mas frecuentes a consecuencia de las nuevas tendencias en la crianza vy
comercializacién. Las grasas constituyen para los animales un reservorio de energia; la
grasa es el componente de mayor valor caldrico que dispone el organismo animal (Potter,
1973).

1.1.1.3 Carbohidratos

Todos los tejidos y liquidos tisulares de los animales contienen carbohidratos, aunque
estos sean mas abundantes en los vegetales. Se presentan libres o formando parte de los
acidos nucleicos, nucledsidos, nucledtidos y de algunas proteinas y lipidos. La aldohexosa
glucosa es el carbohidrato primario que utilizan los tejidos animales para obtener Ila
energia que necesitan sus procesos corporales, sobre todo la contraccién muscular. El
polimero de la glucosa denominado glucégeno, se almacena hasta que se necesita en casi
todos los tejidos, pero fundamentalmente en el musculo esquelético y en el higado
(Potter, 1973).
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1.1.1.4 Agua.

En el aspecto cuantitativo el agua es el componente mds importante de la carne. La carne
roja contiene alrededor del 76% de agua en peso y puede absorber ain mas agua cuando
por ejemplo se divide finamente y se transforma para fabricar salchichas, al ser tan
abundante, el agua influye profundamente en la calidad de la carne, afectando en primer
término a su jugosidad, pero también a la blandura, color y sabor. Puesto que el agua es el
medio universal de las reacciones bioldgicas, su presencia influye poderosamente en los
cambios que ocurren en la carne durante la refrigeracién, almacenamiento y procesado
(Potter, 1973).

1.1.2 Cambios post-mortem.
Para comprender la trasformacién del musculo en carne es necesario conocer los procesos
quimicos que tienen lugar en el animal vivo y las subsiguientes alteraciones de los mismos
después de la muerte. Los cambios que se producen en el musculo vivo y en el tejido
después de la muerte son similares, pero después de la muerte fisioldgica los tejidos son
incapaces de sintetizar y eliminar determinados metabolitos.

Las vias metabdlicas implicadas en la contraccidn y relajacion muscular solo difieren
ligeramente de las que conduce al desarrollo del rigor mortis (Price y Schweigert, 1976).

El rigor mortis constituye la fase inicial en la transformaciéon del musculo en carne.
Consiste simplemente en la unidn irreversible de miosina y actina para formar
actomiosina. Esta unidon puede ir acompafiada o no de contraccién muscular, pero se
manifiesta en la rigidez cadavérica que le caracteriza. Después de la muerte se produce:

e Falta de regulacion nerviosa y hormonal.

e Falta de aporte de nutrientes.

e Falta de aporte de oxigeno.

e Alteracién del equilibrio osmdtico (Honikel et al., 1983).

La consecuencia mas inmediata del sangrado es el fallo en el aporte de oxigeno
transportado por la sangre a los musculos y por tanto la caida del potencial de oxidacidn-
reduccion. En consecuencia, el sistema enzimatico citocromo no puede funcionar y la
sintesis de ATP por esta via es imposible. Por accién de la ATPasa de la miosina disminuye
el nivel de ATP, liberando simultdneamente fosfato inorganico que estimula la conversién
del glucégeno en &acido lactico. La sintesis de ATP por glucdlisis anaerobia no permite
mantener el nivel de ATP y al disminuir éste hasta casi desaparecer y se forma
actomiosina se produce la inextensibilidad caracteristica del rigor mortis (Honikel et al.,
1983).

La baja disponibilidad de ATP también incrementa la dificultad para mantener la
integridad estructural de las proteinas, al mismo tiempo que el bajo pH, causado por la
acumulacién de 4cido lactico, favorece su desnaturalizaciéon. La desnaturalizacion
frecuentemente estd acompanada por la pérdida de la capacidad para retener agua y el

4
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descenso del pH, que se aproxima al punto isoeléctrico de las proteinas miofibrilares.
Ambos fendmenos causan exudacidén. Este conjunto de complejas transformaciones
constituye en una primera etapa el proceso denominado rigor mortis (Price y Schweigert,
1976).

1.1.2.1 Cambios quimicos

Los cambios quimicos que experimenta post-mortem el musculo dependen esencialmente
de los compuestos fosfato, ricos en energia, y de los mecanismos que intervienen en su
sintesis y degradacion, la glucdlisis, por tanto, es uno de los procesos implicados.
Mediante una serie de reacciones, la energia quimica de la glucosa es utilizada en la
sintesis de ATP. Mediante la oxidacion aerdbica la glucosa es completamente oxidada a
CO, por el aceltilcoenzima A, segun el ciclo del acido tricarboxilico y su correspondiente
fosforilacion (White et al., 1964).

1.1.2.2 Relacion del rigor y de los cambios post-rigor con las

propiedades del musculo

Se ha demostrado que la carne en pre-rigor es blanda, que se va endureciendo
progresivamente a medida que se completa el rigor y que a partir de entonces aumenta su
terneza con la prolongacion del periodo de maduracién (Paul et al., 1952). Esta pauta
caracteristica de la terneza parece presentarse en todas las especies, si bien en las aves los
cambios correspondientes ocurren con mucha mayor rapidez (DeFremery, 1996). Aunque
se desconoce la causa exacta del endurecimiento gradual con la implantacién del rigor
mortis, el aumento de la dureza parece estar relacionado con el acortamiento del
musculo. Como se sefiald anteriormente, el aumento de dureza ocurre si los musculos se
mantienen bajo tensidn, para evitar el acortamiento durante el desarrollo del rigor
(Herring et al., 1965), o si se administra una inyeccién ante-mortem de un quelante de
Ca’*, para bloquear la interaccién actina-miosina (Weiner y Pearson, 1966).

1.1.3 Caracteristicas sensoriales de la carne
Independiente de su calidad nutritiva, la carne y los productos carnicos se consumen en
cantidades adecuadas si resultan apetecibles. La calidad sensorial de la carne depende de
factores tales como el aroma, sabor, el color o aspecto, terneza y jugosidad (Price y
Schweigert, 1976).

1.1.3.1 Terneza
Estudios basados en la opinidon de los consumidores han puesto de manifiesto que la
terneza de la carne es el factor de la calidad sensorial que mas influye en la aceptacién de
la carne vacuna y probablemente de otras carnes, como la de aves. Muchos factores
influyen en la terneza de la carne, afectandola unos ante-mortem y otros post-mortem.
Los factores que influyen ante-mortem son:

e Caracteristicas genéticas.
e Factores fisiologicos.
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e Practicas de alimentacion.

Para el caso post-mortem actuan factores como: Temperatura de la carne después del
sacrificio (maduracién, congelacion, etc.)

(Price y Schweigert, 1976)

1.1.3.2 Jugosidad

La jugosidad de la carne puede desglosarse en dos componentes, la sensaciéon de
humedad que produce al iniciarse la masticacidon debido a una répida liberacién de jugo y
la sensacién de jugosidad sostenida causada al parecer por la lenta liberaciéon de agua y
por el efecto estimulante de la grasa sobre el flujo salivar. Puesto que la Ultima sensacion
perdura mas que la causada por la liberacidn inicial del jugo, es bastante légico que la
mayor parte de los estudios sobre los factores que afectan a la calidad de la carne se haya
enfocado en que la jugosidad estd mas relacionada con el contenido graso de la carne y
jugo liberado, que con la capacidad de retencidon de agua. La jugosidad de la carne
cocinada de diferentes animales y de diferentes tajos de carne varia considerablemente.

La terneza y la jugosidad estdn intimamente relacionadas, de modo que cuanta mas terna
es la carne tanto mas rapidamente se liberan los jugos durante la masticacién y tanto
mayor es la sensacion de jugosidad que produce (Price y Schweigert, 1976).

1.1.3.3 Color
El color de la carne baja en grasa no curada, después de la coccidn, depende en gran parte
de la naturaleza y cantidad de los derivados de la mioglobina y de sus productos de
descomposicion. El color de las carnes curadas, como el jamodn, el cual contiene pigmentos
termoestables de 6xido nitrico mioglobina, su coloracidn apenas cambia durante la
coccion.

La intensidad del color de la carne fresca y de la carne curada, después de la coccidn,
refleja la cantidad de mioglobina presente en el tejido muscular.

Por esta causa, la carne cocinada de los animales mds viejos y de los musculos que poseen
una alta demanda de oxigeno suele ser mas oscura que la de los animales jovenes o de los
musculos con una menor demanda de oxigeno (Price y Schweigert, 1976).

1.1.3.4 Aromay sabor
La carne fresca en estado crudo tiene un olor muy ligero que a veces recuerda al del acido
lactico comercial. La intensidad del olor de la carne de los animales viejos es mayor que la
de los jévenes de la misma especie. La carne de los animales machos adultos a veces
posee un olor desagradable debido a los niveles de androstenona que es una feromona
sexual, la cual es transportada y acumulada de manera reversible en el tejido adiposo.

Cuando la carne se conserva sin congelar durante cierto tiempo aparecen determinados
olores peculiares; la carne vacuna madura, por ejemplo, tiene un aroma caracteristico que
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recuerda al de la carne de animales salvajes. La conservacién prolongada, en especial
cuando las condiciones de almacenamiento no son favorables, determina la aparicién de
olores proteoliticos o putridos a consecuencia de la descomposicién de la proteina, olores
acidos o desagradables debidos al crecimiento bacteriano y olores rancios causados por la
oxidacion de grasas (Price y Schweigert, 1976).

El sabor de la carne, al igual que ocurre con el aroma, es muy dificil de evaluar y de
describir. Ambas caracteristicas apenas son separables, ya que las sensaciones odoriferas
repercuten en el sabor. La carne cruda tiene un sabor ligeramente salino parecido al de la
sangre. La edad del animal el tipo de alimento, el tiempo y condiciones de
almacenamiento de la carne después de la muerte, afectan al sabor de la carne (Price y
Schweigert, 1976).

1.2 Pavo

El pavo es un ave doméstica que se situa en la escala zooldgica dentro del orden
Galliformes, familia Meleagridae, género Meleagris, especie gallopavo. Son originarios de
América del Norte, cuya drea de dispersion geografica se extendia entre Canadd y México,
como se muestra en la Figura 1 en color rojo (Baroglio, 2004; Losada et al., 2006).

\\

Figura 1. Distribucion geogrdfica de las especies de Meleagris gallo-pavo. Fuente sasscer.wordpress.com (2011).

La carne de pavo tiene una alta terneza y fina. Aunque alcanzan enormes pesos no
tienden al engrosamiento; razéon de preferencia de la carne. Los pavos pueden pesar hasta
15-20 kg, las extremidades tienen una carne relativamente ordinaria y oscura, mientras
gue la carne de la pechuga presenta mas terneza y de color palido (Farchmin, 1967).

Existen 7 razas de pavos silvestres como lo son:

e Meleagris gallopavo gallopavo (México).
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e Meleagris gallopavo mexicano (Noreste de México y Baja California).
e Meleagris Gallopavo merriami (Oeste de EUA.)

e Meleagris gallopavo intermedia (Texas, Oklahoma y California).

e Meleagris gallopavo osceole (Florida, Luisiana y Carolina del sur).

e Meleagris gallopavo silvestris (Florida a Ontario y Texas a Dakota).

e Meleagris gallopavo onusta (México, Meseta Central).

Los pavos domésticos descienden de la primera raza originaria de México, donde se
llevaron a Espaia, pasando luego a casi toda Europa. Siendo las principales razas
domésticas: Blanco de Holanda, Narragansett; Raza Negra; Ardesia; Rojo de Borddn;
Blanca de Beltsville y Bronceada Gigante (Barioglio, 2004).

1.2.1 Morfologia
La morfologia de los pavos se presenta en el siguiente cuadro

Cuadro 1. Morfologia general del pavo.

Parte Caracteristica ‘
Cabeza Pequena, finay alargada. Desnuda y roja con la cara azul, coloracion que se
intensifica notablemente segun el grado de excitacion. Carunculada,
especialmente la nuca. Presenta un apéndice en la base superior del pico, que en
los machos excitados se extiende notablemente, y una gran papada que recorre
desde la base del pico y toda la parte desnuda del cuello.
Orejas Pequeias y cubiertas de filo plumas claras, pero con el extremo oscuro.

Pico Largo, curvo y grande. Fuerte, de color claro con la base oscura. La seccién clara
deberd abarcar al menos la mitad del pico.

Cuello  Mas bien largo, fino, desnudo y carunculado. De color rosado a rojo intenso
segln el grado de excitacién del animal. En animales de cierta edad, se presenta
desnudo, con su parte posterior azulada y cardnculas incluso hasta su borde
inferior. En su insercidn con el tronco se ensancha notablemente.

Tronco Largo, profundo e inclinado hacia atras.

Dorso  Largo e inclinado hacia atras.

Pecho  Ancho, profundo y poco prominente. En la base del cuello, centrado, aparece el
“escobon” (mechoén negro y rigido de filamentos queratinosos), que en funciéon
de la edad puede alcanzar los 10 cm de longitud.

Cola En prolongacién de la linea dorsal.

Alas Grandes, fuertes y llevadas, cuando el animal esta activo, por encima de la cola.

Muslos  Largos, robustos y parcialmente visibles

Tarsos  Largos, robustos, desnudos y de color gris oscuro. Con cuatro dedos.

Jiménez, 2002
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Como se muestra en la Figura 2, los cortes mds importantes del pavo, de los cuales el consumo de
enfoca mds en la pechuga, muslos, piernas y alas.

1. Pavoentero

2. Pescuezo

3. Pechuga

4. Filetedepechuga

5. Pierna

6. Ala primerafalange

7. Ala segundafalange

8. Muslos

Figura 2. Cortes importantes del pavo, de las cuales solo las piernas, pechuga y alas son de consumo
prioritario. Fuente El Vigia, (2015).

1.2.2 Taxonomia
La taxonomia de los pavos se presenta en el siguiente cuadro.

Cuadro 2. Clasificacion taxonomica de los pavos.

Reino Animalia Animales: Sistemas multicelulares que se
nutren por ingestion.

Filo Chordata Cordados: Animales con médula espinal, o
corddn nervioso.

Subfilo Vertebrata Vertebrados: Cordados con columna
vertebral.

Superclase  Gnathostomata Vertebrados con mandibulas.

Clase Aves Aves: Vertebrados con plumas

Subclase Neornithes Aves Verdaderas: Vértebras de la cola
fundidas

Superorden Neognathae Aves del Vuelo

Orden Galliformes Gallos y aves afines

Familia Phasianidae Gallos

Subfamilia = Meleagridinae = Pavos

Género Meleagris Pavos

Especie gallopavo Pavo Comun

Jiménez, 2002
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1.2.3 Composicion quimica
La composicion quimica de la carne de pavo depende al igual que las otras carnes de la
dieta, edad, sexo y grado de desarrollo de los animales, esto se verifica en los contenidos
de sus nutrientes (Ramirez, 2006).

La carne de pavo por su alto contenido proteico y bajo nivel de colesterol y grasa, es una
de las fuentes de proteina mds completa y de mejor calidad dentro de los alimentos de
origen animal, ademas de su bajo contenido en colageno facilita su digestibilidad; razones
por las cuales existe preferencia de esta carne por parte de los consumidores, incluso a
nivel mundial (Villamar y Guzman, 2006).

La carne de pavo tiene como componente mayoritario, en un 75% aproximadamente, al
agua, como se muestra en el Cuadro 3. Le siguen las proteinas con alto valor bioldgico,
dado su contenido en aminoacidos esenciales. El pavo es una carne magra, con menor
concentracidon de grasa y de colesterol incluso que el pollo, especialmente cuando se
consume sin piel donde reside una parte importante de la misma. Aunque el musculo del
animal vivo contiene una pequefia cantidad de carbohidratos en forma de glucégeno, éste
se destruye en los procesos postmortem del ave, de forma que la carne de pavo no
contiene carbohidratos. Con respecto a los micronutrientes el pavo es fuente de minerales
entre los que destacan magnesio, zinc, potasio, fésforo. Sin embargo, el contenido de
hierro en esta carne, aunque de alta biodisponibilidad; es cuantitativamente bajo
comparado con la media del grupo, no alcanzando 1 mg por 100 g de alimento (Moreiras
etal., 2013).

Cuadro 3. Composicién quimica del pavo.

Producto Pavo (deshuesado, sin piel)
Porcion comestible 100 g
Agua (g) 75.5
Energia (Kcal) 107
Energia (Kj) 454
Proteinas (g) 21.9
Lipidos (g) 2.2
Carbohidratos (g) 0
Fibra (g) 0
Fe (mg) 0.8
Zn (mg) 1.7
P (mg) 210
K (mg) 300
Vitamina B6 (mg) 0.46
Vitamina B12 (ug) 12
Acido félico (pg) 15

Moreiras et al., 2013
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1.3 Produccién

La avicultura es la actividad que se encarga de la produccién de pollos y pavos bajo
rigurosos procesos de cuidado y alimentacidon para mantener la calidad que caracteriza a
Meéxico. Esta industria genera alrededor de un millén de empleos directos e indirectos y
beneficia al comercio nacional e internacional.

Las aves de mayor consumo son los pollos y las gallinas, de estas ultimas existen diversas
razas que cubren necesidades especificas, por ejemplo, las gallinas ligeras producen
huevo, para consumo de carne estdn las gallinas pesadas y las gallinas semipesados que
son con doble propdsito (carne y huevo); los pollos son aquellas aves que en su mayoria se
ocupan para consumo de carne y es conocido como pollo de engorda y se obtiene de las
gallinas pesadas.

Dentro de la avicultura también encontramos la produccidon de guajolote, como se le
conoce en México desde la época prehispanica, o pavo, como también se le conoce por la
influencia espafiola, es una de las aves domésticas de mayor tamafio, pudiendo alcanzar
entre 14 y 18 kilogramos de peso a los 6 meses de edad; el consumo de esta ave en
México es mucho menor ya que, en su mayoria se prepara para festividades navidenas, los
guajolotes que son utilizados para consumo humano son los denominados como pavo de
corral (SAGARPA, 2016).

Entre las principales entidades productoras de pavo (guajolote) destacan Chihuahua, con
3,850 toneladas; Puebla, 2,500; Estado de México, 2,452; Yucatan, 2,373; Veracruz, 1,286;
Tabasco, 1,128 e Hidalgo, 1,104 toneladas.

En ese orden, el estado de Chihuahua aporta el 26% de la producciéon nacional; Puebla,
17%, Estado de México 17%, Yucatan 16%, Veracruz, 9%, Tabasco 8%, e Hidalgo7 % como
se muestra en la Figura 3 (SAGARPA, 2016).

Hidalgo

Tab
abasco ",

8%

Veracruz
9%

Puebla
17%

Figura 3. Estados productores de pavo (SAGARPA, 2016).
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Debido a que la produccidon de pavos se destina para consumo en temporada de fin de
afio, las parvadas se programan para ser sacrificadas a partir del mes de marzo en menor
escala, registrandose los mayores volUmenes de matanza entre julio y septiembre.

También existen rastros particulares, que no cuentan con la certificacién TIF, pero que
operan bajo estrictas medidas higiénicas, ubicandose en los estados de Guerrero, México,
Puebla, Tabasco, Veracruz y Yucatan (Villamar y Guzman, 2006).

1.4 Consumo

Referente a las importaciones de carne de pavo, es un producto principalmente
demandado por la industria de embutidos a nivel nacional, las instancias gubernamentales
y organizaciones productivas anotaron que en 2015 se registr6 un monto por este
concepto de 341 millones de délares.

Principalmente es consumido en temporada navideia y de fin de afio, se consume natural
u ahumado, pero las carnes industrializadas son las que presentan un consumo
consecutivo y mayormente abastecido a través de productos de importacion, ya sea a
través de piezas o pastas de carne de estas aves. El Consumo Nacional Aparente de pavo
en México incrementd a partir de los afos 90, a raiz de la apertura comercial de México
(Villamar y Guzman, 2006).

1.5 Productos derivados del pavo

Debido a que la congelacién mantiene los alimentos seguros, las industrias prefieren
utilizar con frecuencia el pavo y cortes de aves de corral congelados para elaborar
productos procesados, por su facil manejo y disponibilidad como lo son chorizos, carne
molida, hamburguesas, carne ahumada, jamadn, paté, salchichas (Marquez et al., 2006).

1.5.1 Embutidos

La fabricacién de embutidos cuenta con una larga tradicién en todo el mundo. Asi en
escritos desde la antigua Roma ya se mencionaba diversos nombres de embutidos
(salsicia=salchicha) que se ha conservado como raices para la designacidon del embutido.
En alimentacién se denomina embutido a una pieza, generalmente de carne picada vy
condimentada con hierbas aromaticas y diferentes especias (pimentdn, pimienta, ajos,
romero, tomillo, clavo de olor, jengibre, nuez moscada, etcétera) que es introducida
(embutida) en piel de tripas de cerdo. En la fabricacién industrial moderna de estos
productos se utiliza un tipo de tripa artificial, que resulta comestible. Su forma de curacion
ha hecho que sea facilmente conservable a lo largo de relativamente largos periodos de
tiempo (Fehlhaber y Janetschke, 1995).

1.5.1.1 Salchichas
Conforme a la NMX-F-065-1984, la salchicha es un producto alimenticio embutido de
pasta semifirme de color caracteristico, elaborado con la mezcla de carne (60% minimo)
de ternera, res y cerdo y grasas de las especies antes mencionadas, adicionado de
condimentos, especias y aditivos para alimentos.
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1.5.1.2 Jamén
De acuerdo con la NMX-158-SCF1-2003 dicta que el jamén de pavo es un producto
alimentico elaborado exclusivamente con la carne de los muslos de pavo, declarados
aptos para el consumo humano por la autoridad responsable, de la especie Meleagridis
gallo-pavo, de acuerdo con los criterios y especificaciones generales que se establecen en
dicha norma.

1.5.1.3 Chorizo
El chorizo es un embutido crudo, de origen espafiol. Se elabora a partir de carne picada de
cerdo, mezcla con sal, especias y nitrato de potasio. El producto es embutido en tripa de
cerdo y atado en porciones de 10-25 cm. Su elaboracién puede ser fresco o madurado
(FAO, 2012).

Existen diferentes clases y técnicas de elaboracién dependiendo de los gustos de cada
pais, pueden variar el tipo de carne sustituyendo la carne de cerdo por carne de aves,
como lo es la carne de pavo, asi como el uso de soyas texturizadas para un mayor
rendimiento y reduccién de costos.

En Meéxico son embutidos frescos madurados muy populares, que se presentan
diferencias regionales con respecto a la formulacion y elaboracién (Kuri et al., 1995).

1.6 Caracteristicas de las especies de interés

1.6.1 Carne de pollo.

El pollo es el ave gallindcea de cria, macho o hembra, sacrificada con una edad maxima de
20 semanas (5 meses) y un peso que oscila entre 1y 3 kilos (cuando la crianza se realiza de
manera doméstica o rural). En la actualidad, el pollo se cria de manera intensiva en las
granjas y en 38 dias se consigue una unidad de pollo terminado vivo con 1.95 kilogramos.
Debido a su gran versatilidad en la cocina y a su precio econémico, es un alimento muy
comun en todos los hogares. Sin embargo, y dada la gran demanda de esta carne, los
pollos alimentados con grano han dado paso a los criados de forma intensiva. Asi, su
precio ha disminuido de forma considerable, hasta el punto de ser en la actualidad una de
las fuentes carnicas mas econémicas (CEI-RD, 2011).

La composicién de la carne varia en funcidén de la edad del animal sacrificado. Los
ejemplares mas viejos son mas grasos. También existen diferencias en la composicién de
las distintas piezas cdrnicas, como en el caso de la pechuga, cuyo contenido en proteinas
es mayor que el que presenta el muslo, como se muestra en el Cuadro 4. El contenido,
distribucién y composicién de la grasa del pollo es similar al del resto de las aves de corral.
Tampoco se aprecian grandes diferencias en lo referente al aporte proteico, equiparable
al de la carne roja. Entre los minerales, el nivel de hierro y de zinc es menor que en el caso

13
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de la carne roja, aunque supone una fuente mas importante de fésforo y potasio.

(Moreiras et al., 2013).

Porcion comestible
Agua (g)
Energia (Kcal)
Energia (Kj)
Proteinas (g)
Lipidos (g)
Carbohidratos (g)
Fibra (g)

Fe (mg)

Zn (mg)

P (mg)
K(mg)
Vitamina B6 (mg)
Vitamina B12 (ug)
Acido félico (pg)

Cuadro 4. Composicion quimica de la carne de pollo.

100 g
70.3
167
699

20
9.7

11

248
300

0,3
Tr
10

100 g
73.9
107.3
449

23.7
1.4

0.7
212
264
0.53

Tr
4.8

100 g
74.7
127.1
531

16.9
5.2

15

0.8

151
204
0.42

Tr
114

Moreiras et al., 2013

1.6.1.1 Produccién a nivel mundial
Para 2016, se pronostico que la produccion mundial de carne de pollo alcance 89.7
millones de toneladas, lo que representaria un aumento anual de 1.1% y un nuevo
maximo histdrico. En particular, para 2016 se prevé crecimiento anual, como lo muestra la
Figura 4, en la produccién de Estados Unidos 2.6%, Brasil 3.2%, Unidén Europea 1.3%, Rusia
4.2% e India 7.7%, paises que en conjunto aportan el 56.5% de la oferta mundial del
carnico. Por otro lado, se pronostica una contraccidon de 5.2% anual en la produccién de
carne de pollo en China. México se mantendrd en el séptimo lugar como pais productor,

con una participacion de 3.7 % de la produccion mundial (FIRA, 2016).
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Figura 4. Produccion mundial de carne de pollo, 2006-2016 (FIRA, 2016).

1.6.1.2 Produccién en México

En 2014, México produjo casi 3 millones de toneladas de pollo para consumo y el estado
con mayor produccidn de carne de pollo es Jalisco.

En el tercer trimestre de 2016, se reportd una produccién de carne de pollo de dos
millones 294 mil 916 toneladas, con un consumo per capita de 28.5 kg, como lo indica la
Figura 5.

En el 2015, la produccion de pollo fue de dos millones 962 mil toneladas, donde destacan
los estados de Jalisco con 12.3 por ciento; Veracruz, 10.4 por ciento y Querétaro 9.3 por
ciento, entidades que en conjunto suman 930 mil toneladas.

Las entidades federativas que producen carne de ave son Aguascalientes, 300,981
toneladas; Durango, 289,472; Guanajuato, 175,081; Puebla, 167,120; Chiapas, 159,858;
Sinaloa, 126,167; Yucatan, 123,264, y el resto, 690,243 toneladas (FIRA 2016).
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Figura 5. Principales estados productores de carne de pollo, 2014-2016 (FIRA, 2016).

1.6.2 Carne de res

La carne de res proporciona agua, proteinas con aminodacidos esenciales como isoleucina,
leucina, fenilalanina, tirosina, valina, vitaminas como B6, B12, dcido pantoténico, niacina y
minerales como fésforo, potasio, sodio, zinc y hierro. La carne tiene un alto valor bioldgico
pues provee todos los aminodcidos esenciales en cantidades adecuadas. Los aminodcidos
son moléculas que forman a las proteinas de los alimentos y que al ser consumidos pasan
a formar parte de las proteinas que requiere el cuerpo humano para conformar y
mantener los musculos, huesos, sangre y distintos érganos del cuerpo. Los aminodcidos
también mantienen las reservas de proteinas en el organismo, lo que permite la sintesis
de anticuerpos, los cuales dan inmunidad a enfermedades. La capacidad del cuerpo
humano a resistir enfermedades es dependiente de su habilidad de producir anticuerpos.
Existen 22 aminodacidos importantes para la salud humana, de los cuales el cuerpo puede
producir 13, los otros 9 los tiene que adquirir de la dieta, es decir es esencial obtenerlos
por medio de la ingesta de alimentos ricos en proteinas de alta calidad. Si bien algunas
fuentes vegetales también aportan aminodcidos, no lo hacen en la concentracién y calidad
gue lo hacen las fuentes concentradas como son las carnes. Por otro lado, la carne es una
excelente fuente de hierro, zinc y fésforo. El hierro previene la anemia, el zinc es necesario
para el crecimiento y los procesos de cicatrizacién y el fésforo es importante para la
asimilacién de calcio por el organismo. De 100 g de carne de res, Cuadro 5, se obtienen
1.84 mg de hierro, 5.11 mg de zinc, y 211 mg de fésforo (Moreiras et al.,2013).
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Cuadro 5. Composicion quimica de la carne de res.

‘ Producto Carne cruda de res ‘

Porcion comestible 100 g

Agua (g) 73.9
Energia (Kcal) 131
Energia (Kj) 548

Proteinas (g) 20.7
Lipidos (g) 5.4
Carbohidratos (g) 0
Fibra (g) 0

Fe (mg) 1.84

Zn (mg) 5.11

P (mg) 211

K (mg) 350

Vitamina B6 (mg) 0.32
Vitamina B12 (ug) 12
Acido félico (pg) 15

Moreiras et al., 2013

1.6.2.1 Produccién a nivel mundial.

Entre 2007 y 2016, la produccién mundial de carne de bovino crecié a una tasa promedio
anual de 0.3%. Se observaron tasas de disminucidn en importantes paises productores
(Figura 6) en Estados Unidos, la produccién disminuyd a una tasa promedio anual de 0.6%;
en la Union Europea 0.5%, en Argentina 2.2% y en Australia 0.2 %. En cambio, en dicho
periodo la produccion crecié en Turquia 14.3% anual, India 6.2 %, Paquistan 3.0%, México
1.8% y China 1.3%. Asi, en 2016 la produccién mundial de carne de bovino se ubicé en
60.5 millones de toneladas. Para 2017 ascendid un nivel récord de 61.3 millones de
toneladas, lo que representé un aumento anual de 1.4 % (FIRA, 2017).
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Figura 6. Produccion mundial de la carde de bovino 2007-2017 (FIRA, 2017).
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1.6.2.2 Produccién en México

El sector bovino en México presenta cambios, Figura 7, ya que las cabezas de ganado han
descendido hasta 16.605 millones de cabezas en 2016 que son 515 millones menos que en
2015, esta cifra es la mas baja en 59 afos en México. Ademas, en México continda
habiendo un descenso en el consumo de carne bovina. El consumo per capita descendid
de 17.7 kg por habitante en el afio 2008 hasta 13.7 kg en 2016 (datos Departamento de
Agricultura de Estados Unidos). Mientras que se espera que la cifra total no sea tan baja,
México no estda exento del descenso mundial de consumo de carne. Desde el Consejo
Mexicano de la Carne se apunta al alto precio de los insumos para alimentar al ganado,
mientras que especialistas apuntan a la baja en el poder adquisitivo del consumidor que
se viene registrando en los ultimos afios. En cambio, y a pesar de que el consumo de res
en los paises desarrollados bajara dos por ciento para 2024, segin datos de la FAO y la
OCDE, la ingesta de carne bovina en los paises en desarrollo subird 6% en el mismo lapso
por lo que el mercado de exportacion seguird ofreciendo lucrativas oportunidades (FIRA,
2017).

La industria carnica ha encontrado en las exportaciones los beneficios que no ha podido
alcanzar en el mercado local. Desde 2009 han aumentado cerca de 28,000 toneladas
métricas hasta mas de 161,000 de toneladas métricas en 2015. Estados Unidos es el
principal destino de las exportaciones de carne mexicana y la participacién de EUA,
México también exporta carne de res a Japdn, pero la cantidad y proporcion de las
exportaciones a Japén ha disminuido en los Ultimos dos afios (Industria Alimenticia, 2017).
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Figura 7. Principales estados productores de carne de bovino, 2014-2016 (FIRA-2017).
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1.6.3 Carne de cerdo
La carne de cerdo se compone fundamentalmente de tejido muscular que contiene agua,
sales minerales, diferentes proteinas, hidratos de carbono, lipidos y tejido conectivo. La
composicion quimica de la carne de cerdo depende de muchos factores: raza, sexo,
condiciones de crecimiento, alimentacién y los procesos a los que se haya sometido la
carne, pero se tiene un estimado como se muestra en el Cuadro 6 (Villorino, 2004).

Cuadro 6. Composicion quimica de la carne de cerdo.

Porcién comestible 100 g
Agua (g) 71.7
Energia (Kcal) 155
Energia (Kj) 649
Proteinas (g) 20
Lipidos (g) 8.3
Carbohidratos (g) 0
Fibra (g) 0
Fe (mg) 1.5
Zn (mg) 2.5
P (mg) 170
K (mg) 370
Vitamina B6 (mg) 0.45
Vitamina B12 (ug) 3
Acido félico (pg) 5

Moreiras et al., 2013

1.6.3.1 Produccién a nivel mundial
La produccion mundial de carne de cerdo crecié a una tasa promedio anual de 1.6 por
ciento durante el periodo 2007-2016. De acuerdo con estimaciones del Departamento de
Agricultura de Estados Unidos (USDA) y en 2017 se ubicé en un maximo histdrico de 111.0
millones de toneladas, lo que representa un incremento de 2.6% con respecto al afo
previo.

El incremento en la oferta mundial fue resultado del aumento anual en la produccién de
tres de los principales paises productores: 3.7% en China, 3.8% en Estados Unidos, y 3.1%
en Brasil. En 2016, estos paises aportaron 47.9, 10.4 y 3.4% de la produccién mundial de
carne de cerdo. La Unidn Europea, que participé con el 21.6% de la oferta mundial en
2016, se registré en 2017 el mismo nivel de produccidn que el afio previo. En conjunto, los
cuatro principales paises productores aportaron el 83.4% de la oferta mundial de carne de
cerdo en 2016. México ocupa la novena posicion, con una participacion del 1.3% en la
produccién mundial de este tipo de carne, con 1.4 millones de toneladas (FIRA, 2017).
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Figura 8. Produccion mundial de carne de cerdo, 2006-2016 (FIRA, 2017).

1.6.3.2 Produccidén en México
El sector porcino muestra una diversidad importante para muchos paises de América
Latina. Mientras que México ha visto un aumento en los precios durante el afio 2016 y se
ha embarcado en nuevos mercados exportadores como China, ha visto también un
beneficio en la devaluacidon de su moneda frente al ddlar, lo cual ha evitado una gran
entrada de carne porcino procedente del pais (Industria Alimenticia, 2017).

En lo que respecta a la produccién de carne por Entidad Federativa, Figura 9, se observa
que el 67.3% de la produccion nacional se concentra en cinco entidades. Durante 2015, en
Jalisco se produjo el 19.5% del total nacional; en Sonora, el 17.3%; 12.2% en Puebla; 9.3%
en Yucatan; y en Veracruz, el 9.0% de la produccién nacional del carnico (FIRA, 2017).
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Figura 9. Principales estados productores de carne de cerdo, 2014-2016 (FIRA, 2017).
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1.7 Consumo

En México, el consumo de carne per cdpita (res, cerdo, ave, ovina y caprina en conjunto)
en 1970 era de 23 kilogramos; para 1990 fue de 34 y actualmente es de 63, lo que significa
que en las dos ultimas décadas registréd un incremento de 84.5% (29 kilogramos), en el
periodo el aumento en la ingesta de carne de ave paso de 10 a 29 kilogramos, lo anterior
supone, en parte, un aumento en el poder adquisitivo de la poblacién en el periodo
sefialado. Cabe mencionar que para el periodo seialado la poblacién crecié 2.3 veces, con
lo cual el nUmero de consumidores registré también un aumento.

Los niveles de consumo de carne en México, Figura 10, significan alrededor de 20.7
gramos de proteina por persona al dia, 47% superior al registrado a nivel mundial. En 1970
el nivel de proteina por consumo de carne era de 8.3 gramos y en 1990 de 13.3 gramos
(SAGARPA, 2016).

Aun cuando los precios de la carne de res son mayores en comparacion con otras fuentes
de proteina de origen animal, los sectores de poblacidon de medianos y bajos ingresos han
mantenido el consumo de bistec de carne de res, el cual es un corte de valor inferior en
comparacion con otro tipo de cortes. Asi mismo, se estima que el consumo de cortes de
mayor valor en el estrato de la poblacion de mayores ingresos se mantenga estable. Se
espera que la carne de cerdo siga siendo una alternativa de menor costo en relacién con la
carne de res, y presente precios competitivos respecto a la carne de ave. Dado que los
consumidores son cada vez mas conscientes de que los sistemas de produccién porcina
son tan fiables como los de carne de ave y de carne de res, el cerdo continda ganando la
confianza del consumidor como una fuente saludable de proteina animal (FIRA, 2017).

El consumo per cépita de carne de pollo en México ha aumentado, entre 2006 y 2015, a
una tasa media anual de 1.5%. Asimismo, el consumo de la carne de cerdo muestra un
comportamiento similar, creciendo a tasa media anual de 2.8%, mientras que el consumo
de carne de res en el mismo periodo ha disminuido a una tasa media anual de 2.0% (FIRA,
2017).

El consumo per cdpita de carne de bovino en México se ha reducido, entre 2007 y 2016, a
una tasa media anual de 2.1 por ciento, al pasar de 18.0 a 14.8 kilogramos por persona
por ano. En tanto, el consumo de otras carnes, como la de pollo y la de cerdo, muestra un
comportamiento diferente, con una tasa de crecimiento promedio anual de 2.0y 3.3%
respectivamente durante el citado periodo. Asi que en 2017 el consumo per capita de
carne de bovino se ubica en 14.8 kg, el de carne de cerdo en 19.0 kg y el de carne de pollo
en 33.8 kg (FIRA, 2017).

21




// L ~/
S rgentciiis e Vosroeretts
2\

Consumo per cdpita de carne en México, 2006-2017
(Kilogramos por persona por afio)
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Figura 10. Consumo per cdpita de carne en México, 2006-2017 (FIRA, 2017).

1.8 Situacion del mercado Mexicano
Las carnes que se consumen con mayor frecuencia en los hogares mexicanos son: cerdo,
pollo y res, en diferentes cortes.

Los precios que se presentan en el Cuadro 7, son precios promedio en 19 ciudades del
pais.

De los tres tipos de carne el de menor precio por kilogramo se observé en el pollo,
particularmente en el pollo entero (537.61) y en la pierna o bate ($51.75); mientras que el
corte de mayor precio lo registr6 el filete limpio de res ($389.03).
En cuanto a la carne de cerdo, el rango de precios oscila entre $61.75 y $109.19, segun el
corte que se elija, el mds econdmico se registré en la pierna entera con hueso o pernil con
hueso y el de mayor precio en el lomo o cafia de lomo. Mientras que la pechuga de pavo
en $163.87 (PROFECO, 2018).

Cuadro 7. Precios por kilogramo de carne en México.

Producto Precio promedio
Carne de cerdo $61.75-$109.19
Carne de pollo $37.61-$51.75
Carne de pavo $163.87

Carne de res $389.03
PROFECO, 2018
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1.9 Adulteracién

Un alimento adulterado es aquel que ha sido modificado por el hombre, alterando sus
caracteristicas o cualidades propias sin que se declaren expresamente en la etiqueta, ya
sea extrayendo o sustituyendo alguno de los componentes propios del alimento. Esto
puede encubrir una calidad inferior del producto (Reglamento Sanitario de los Alimentos,
2000; FAO, 2012).

1.9.1 Tipos de adulteracién
La adulteracidon de un alimento puede ser:

e Parcial o completa de sus constituyentes de alto valor.

e Total, o parcial sustitucién con componentes alimenticios de menor calidad o valor
econdémico.

e Encubrimiento de dafios de calidad inferior.

e Adicidn de materiales o sustancias no declaradas en la etiqueta, con el fin de
incrementar el peso o volumen del producto (Hargin, 1996).

1.9.2 Métodos para autentificacion de alimentos

La autentificacidon consiste en la identificaciéon de los componentes de un producto y la
confirmacion de su procedencia (Lopez et al., 2003). Diversas técnicas electroforéticas y
cromatogréficas tales como la de ELISA, Western Blot, Electroforésis capilar y HPLC han
sido utilizadas para la identificacion de especies especificas en diferentes productos
(Hurley et al., 2004). Estas técnicas enfocadas al analisis de proteinas o acidos grasos son
efectivas, pero tienen algunas limitantes. Los métodos electroforéticos e inmunolégicos al
basarse en el analisis de proteinas disminuyen su sensibilidad con productos tratados
térmicamente, ademas de no ser tan efectivos ya que dichos productos presentan
matrices complejas. Las técnicas cromatograficas presentan una alta sensibilidad para
diferenciar el perfil de acidos grasos de especies especificas, pero son muy costosas y
requieren un mayor tiempo y trabajo (Sachinandan et al., 2011).

1.9.2.1 Métodos de analisis basados en la deteccion de proteinas

La detecciéon de proteinas puede realizarse en muestras de alimentos frescos o
procesados, siempre y cuando el procesamiento no haya afectado a las proteinas de la
muestra. Por ese motivo, las técnicas moleculares que suponen el manejo de proteinas
pueden aplicarse en aquellos casos en los cuales se dispone de muestras con alto
contenido proteico y en cantidad suficiente (Lépez et al., 2003).

Las técnicas basadas en el andlisis de proteinas actualmente utilizadas son:

e FElisa
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e Electroforesis

e Cromatografia liquida
e Isoelectroenfoque

e Western Blot

Los métodos de identificacion de proteinas (técnicas electroforéticas, cromatografia
liqguida, inmunoensayos), algunos de ellos incluso de recién desarrollo, estdn siento
reemplazados por técnicas basadas en el andlisis de ADN, principalmente debido a la
degradacion que sufren las proteinas al desnaturalizarse durante el procesamiento. Los
anadlisis basados en el ADN parecen ser los mds adecuados para la identificacion de
especies en alimentos (Lockey y Bardsley, 2009).

1.9.2.2 Métodos de andlisis basados en la deteccién de ADN

Los métodos analiticos basados en la deteccion de ADN suelen emplearse cuando el
alimento ha sido procesado o tratado (calor, presién, etc.), ya que la proteina puede
haberse desnaturalizado o degradado en el proceso y en los métodos analiticos de
proteinas se ven afectados por estos cambios; el ADN en cambio puede haberse
fragmentado durante el procesado en trozos pequefios, pero esto no implica que no
puedan ser detectados. Aunque el ADN también se degrada durante la esterilizacidon por
calor en el proceso de enlatado de alimentos, sin embargo, todavia es posible obtener
pequefios fragmentos con suficientes diferencias de secuencias como para hacer posible
la diferencia entre especies. EI ADN utilizado en la identificacion de especies en
generalmente el ADN mitocondrial, aunque también se utilizan secuencias de ADN
procedente de genes de la familia lactina. Ambos tipos de secuencias cumplen con las
caracteristicas necesarias para ser utilizados como indicativos de especies, al estar
presentes en todas las especies y presentar una gran variabilidad ente las mismas (Lépez
etal., 2003).

1.9.2.2.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una tecnologia que consiste en amplificar
in vitro fragmentos especificos del ADN, con la finalidad de detectar una secuencia o gen
de interés en el genoma de un organismo y es una técnica que se emplea para la
determinacién de adulteraciones e identificaciéon de especies. El concepto de PCR fue
descrito por primera vez en 1985 y modernas técnicas emergieron afios mas tarde
(Coleman y Tsongalis, 2005) desde esa fecha se ha empleado con éxito en diferentes
campos como la medicina, biologia, antropologia y en la biologia sistematica (Dale y von-
Schantz, 2007).
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La PCR (Figura 11) consiste en tres pasos esenciales:

1) La desnaturalizacion del ADN, sirve para separar por temperatura (94°C) el ADN de
doble cadena a moléculas de cadena sencilla, éstos seran el molde para la sintesis de los
fragmentos.

2) En el alineamiento, la temperatura se reduce para permitir el reconocimiento de los
oligonucleétidos a las cadenas moldes, la temperatura 6ptima de alineamiento puede
variar de 40-65°C y dependera de las caracteristicas de los oligonucleétidos (su longitud,
composicion de bases nitrogenadas y especificidad).

3) En la extension, la enzima Taq polimerasa producird la cadena de ADN complementaria
a partir de los oligonucledtidos unidos a las cadenas moldes; la temperatura de extension
oOptima es aproximadamente 72 °C, la enzima Taq polimerasa agrega aproximadamente
1000 pares de bases por minuto, éstos ciclos se repiten las veces que sea necesario para
obtener de manera exponencial el fragmento de interés (30 a 40 ciclos se acumula
alrededor de 10°a 10® moléculas) a partir de la muestra de ADN (Dale y von-Schantz 2007;
Valdez y Kahl, 2005).
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Figura 11. Pasos de la PCR, mostrando los componentes de dicha reaccion (Bioninja, 2017).
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1.9.2.2.2 ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial (ADNmt), es una molécula circular, cerrada y de doble cadena, en los
seres humanos tiene un tamafio aproximado de 16569 pares de bases mientras que en las
levaduras contiene cerca de 80000 pares de bases y en plantas varia entre 100 y 2000 kb
(Figura 12).

Las dos cadenas complementarias tienen una proporcién de Citosina y Guanina muy
diferente, por lo que tiene un peso molecular muy distinto, existe una hebra rica en bases
puricas que es la cadena pesada o H y la cadena complementaria rica en pirimidinas
conocida como cadena ligera o L. La cadena que se representa por convenio sobre la que
se realiza la numeracién del genoma mitocondrial es la cadena L de 1 a 16569 (Alvarez,
2008).

El ADN mitocondrial presenta una gran economia y su informacién esta muy compactada
ya gque sus genes no presentan intrones, y disponen uno a continuacion de otro sin tramos
intermedios no codificantes y algunos incluso llegan a solaparse como los ATPasa 6 y
ATPasa 8. Los 37 genes que contiene estan dentro de una gran region codificante que
representa el 90% del total de la molécula, 28 de estos genes estan codificados por la
cadena Hy nueve por la L (Segura, 2004).

De los 37 genes, 22 codifican para ARNt, 2 para ARNr (12s y 16s) y 13 codifican para ARN
mensajero y por lo tanto para 13 polipéptidos implicados en la cadena de fosforilacidn
oxidativa (OXPHOS): 7 de las 48 subunidades de la NADH deshidrogenasa, para el
complejo i, un citocromo b de complejo lll, 3 de las 13 subunidades del citocromo oxidasa
¢ (COX) del complejo IV y 2 ATPasas (ATPasa 6 y ATPasa 8) del complejo V (Segura, 2004;
Roman, 2012).

Las demas proteinas necesarias en la mitocondria esta codificadas por genes nucleares, se
sintetizan en el citoplasma y son transportadas posteriormente al interior de la
mitocondria. Se trata tanto de proteinas implicadas en el proceso de fosforilacién
oxidativa como de ADN y ARN polimerasas y algunas proteinas ribosdmicas
mitocondriales.

El 10% restante de la molécula es ADN no codificante, contiene aproximadamente 1.2 kb y
es conocida como region control. Contiene fundamentalmente los promotores de la
transportacion de ambas cadenas, el origen de replicacion de la cadena pesada vy
secuencias de regulacion (Anderson et al., 1990). También contiene lugares de union de
factores de transcripcion, secuencias conservadas relacionadas con el inicio de la
replicacion de la cadena H y secuencias asociadas a la finalizacion del bucle de
desplazamiento o D-loop. El D-loop es una region de aproximadamente 1100 pares de
bases, visible bajo microscopia electrénica, que se genera durante a replicacion de la
cadena H por la sintesis de un corto segmento de la hebra pesada, ADN 7s, que
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permanece unido al ADN molde, desplazando la cadena H y formando una triple hélice
(Crews et al., 1979).

Otra caracteristica del ADN mitocondrial es que el cddigo genético esta alterado respecto
al universal ya que 4 de los 64 codones presentan un significado diferente al que posee
para la sintesis de citoplasmatica, el hecho de que el cédigo genético mitocondrial es casi
el mismo en todos los organismos proporciona fuertes evidencias de que todas las células
eucariotas evolucionaron a partir de un antepasado comun (Aranguren et al, 2009).
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Figura 12. Estructura del ADN mitocondrial donde se representan las regiones codificantes en distintos colores y
las no codificantes en gris (Alvarez, 2008).

1.9.2.2.3 Componentes de reaccion de la PCR

-ADN diana

En principio puede efectuarse la multiplicacion por PCR si estd presente al menos un
ejemplar intacto del gen diana, es el niumero de ejemplares del gen diana es mayor,
también lo serd la posibilidad de que tenga éxito la amplificacién del ADN. El tamaiio de la
secuencia diana puede variar entre 0.1 y unas cuantas kilo bases, es requerida una
concentracion adecuada para lograr una amplificacion adecuada para lograr una
amplificacidn d6ptima; si la concentracién de ADN es baja, es probable que no se visualice
una banda clara en la electroforesis, por otro lado, si la concentracién es muy alta, la Taq
polimerasa posiblemente no podrd actuar sobre las cadenas desnaturalizadas de ADN. La
cantidad total de ADN utilizada normalmente esta entre 0.05 y 1.0 mg, lo que permite la
deteccion de ejemplares solo de la secuencia diana, aunque las muestras no tienen que
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estar muy purificadas, si es necesario eliminar algunos contaminantes, como la hepatina,
el formol, los agentes quelantes de Mg>* o los detergentes, para evitar que inhiban el
proceso de amplificacién (Sambrook y Russell, 2001).

-Primers o cebadores

Debido a que la especificidad entre la hebra molde y los primers es crucial para el
resultado de la PCR, el disefio de la secuencia es muy importante, por lo que se deben
tener en cuenta diversos factores:

e Generalmente se utilizan primers de 10 a 30 nucledtidos de longitud, lo que
permite que la temperatura de anillamiento sea razonablemente elevada. Cuanto
mas amplia sea la secuencia, habra mas posibilidad de que el primer se asocie a
secuencias no complementarias en su totalidad y se genere la amplificacion de
productos no especificos (Perera et al., 2002).

e Deben evitarse las secuencias repetidas invertidas, a fin de prevenir la formacion
de estructuras secundarias del primer, que impediran su hibridaciéon con el ADN
molde (Perera et al., 2002).

e Deben evitarse las secuencias complementarias de otros primers utilizados en la
PCR para prevenir la hibridacion entre primers o la formacién de dimeros de
primers, es especialmente importante en la relacién con el extremo 3’del primer
(Querci et al., 2007).

e Siempre que sea posible, conviene que el extremo 3'del primer tenga gran
proporciéon (mayor al 50%) de base de G y C para aumentar la hibridaciéon del
extremo que se quiere extender y asi evitar una baja temperatura de fusiéon
(Perera et al., 2002).

e La distancia entre primers debe ser inferior a 10 kb en longitud. Normalmente se
observa una importante reduccion del rendimiento cuando los primers se
encuentran a mas de unos 3 kb de distancia entre si (Querci et al., 2007).

La concentracion usual de oligonucleétidos para la PCR es de 1 pl, esto resulta
suficiente para al menos 30 ciclos de amplificacidn. La presencia de oligonucledtidos a
una concentracién superior puede provocar la amplificacién no deseada de secuencias
distintas de la diana. Por el contrario, la PCR no es eficaz si la concentracion del primer
es limitante (Querci et al., 2007).

-Tampon de la reaccion.

El tampon usado usualmente este compuesto basicamente por 100 Mm Tris-HCI, pH 8,
500 Mn MgCl,, se guarda concentrado 10 veces (Jiménez, 2003).

El dimetilsulféxido (DMSO) afiadido al Bufer de la reaccién en un 10% contribuye a la
disminucién de la estructura secundaria del ADN (Anderson, 1990). También se pueden
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usar detergentes como el Tween 20, Laureth 12 (0.1%) o Triton x10, que ayudan a
estabilizar la enzima. Existen también protocolos que incorporan polietilenglicol (PEG),
glicerol, formamida, seroalbimina bovina (BSA), etc., aunque no son en ninguin caso
imprescindibles (Mas, 2001).

-Deoxinucleétidos trifistado (dNTPs)

Son cuatro: dATP, dGTP, dCTP y dTTP. Se deben afiadir en la solucion de la reaccién en
concentraciones iguales que normalmente oscila entre los 20 y los 200 uM. Los dNTPs
pueden captar Mg2+, por lo que las contracciones de ambos componentes deben guardar
siempre la misma relacién, no deben variar de manera independiente (Sambrook vy
Russell, 2001).

1.9.2.2.4 Uso de electroforésis en gel para los productos de la PCR
La electroforesis en gel es un método que se emplea para separar macromoléculas en
funcion del tamafio, la carga eléctrica y otras propiedades fisicas. El termino electroforesis
describe la migracion de las particulas cargadas bajo la influencia de un campo eléctrico.
Asi la electroforesis en gel es una técnica que consiste en aplicar corriente eléctrica a las
moléculas para que atraviesen una placa de gel. La fuerza motriz de la electroforesis es la
tension eléctrica aplicada a los electrodos de ambos extremos del gel (Westermeie, 2005).

La electroforesis en gel de agarosa es un método normalizado que se utiliza para separar,
identificar y purificar fragmentos de ADN. Se trata de una técnica sencilla y rdpida que
permite diferenciar fragmentos de ADN que no pueden separarse adecuadamente con
otros procedimientos, por otra parte, el ADN puede localizarse en el gel tifiendo con una
concentracion baja de bromuro de etidio, que es un agente intercalante fluorescente que
se utiliza como colorante (Sambrook y Russell, 2001).

1.9.2.2.5 Limitaciones de la técnica

La PCR presenta una importante limitacion: produce una alta tasa de errores en la
incorporacion de dNTPs; la Tag polimerasa carece de actividad exonucleasa 3°-5'y por lo
tanto, de la capacidad para la revision del nucleétido incorporado y en su caso, para su
degradacion y sustitucion por el correcto. Esto provoca la incorporacion de errores con
frecuencia de alrededor de 1X10™ por ciclo, lo que se traduce en la aparicién de un 0.25%
de fallos tras 30 ciclos de amplificacion. De esta manera se elimina, la posibilidad de que la
incorporacion incorrecta se haya producido en las primeras rondas de amplificacion y
aparezca posteriormente en la mayoria de los clones derivados de la reaccién (Perera et
al., 2002).
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1.9.2.2.6 Alcances de la aplicacidon de la técnica de PCR
Actualmente las aplicaciones de la PCR son numerosas, debido a que esta técnica ha
resultado ser una herramienta de gran ayuda, debido a su alta especificidad y
confiabilidad. Algunas de sus aplicaciones son:

-Clonacidn: en el campo de la biologia molecular, la PCR se utiliza para la clonacién
molecular de genes y su secuenciacién nucledtida. La PCR favorece la clonacién si se
incorporan genes de restriccion.

-Diagnéstico clinico: En este campo la PCR se usa en la genética médica para el
diagndstico de enfermedades hereditarias y de algunas cromosomopatias comunes; en el
campo de la inmunologia se emplea para determinar asociaciones entre el complejo de
mayor histocompatibilidad y la predisposicion genética para el desarrollo de
enfermedades autoinmunes; en el campo de la oncologia para probar mutaciones
activadoras de oncogenes o supresoras de anti oncogenes, para detectar arreglos
cromosomicos presentes en procesos neopldsticos y para la deteccién de virus, entre
otros muchos aspectos.

-Alimentos: Recientemente debido a la necesidad que se tiene con respecto a la seguridad
del consumidor y los alimentos que llegan hasta él, en cuanto a la autenticidad de los
alimentos procesados y su calidad, se han tenido que desarrollar técnicas eficaces para
asegurar estos aspectos en alimentos. Para llevar a cabo dicha practica se hace uso de
manera exitosa la PCR ya que esta permite confirmar con fiabilidad y rapidez la calidad y
pureza de los alimentos y productos alimenticios, lo que constituye un asunto de vital
importancia para las empresas del sector alimentario y la seguridad del propio
consumidor (Torres y Baca, 1995).
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CAPITULO 2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 Justificacién del proyecto

La carne de pavo es considerada como uno de los productos de origen animal baja en
grasa y son consumidos por su alto contenido proteico comparado con la carne de cerdo,
pollo y res. El consumo de estos productos se debe también a una alternativa en cuestién
de salud y religiosas.

Los embutidos son alimentos usados en su mayoria por su facil coccién y preparacion,
teniendo una gran versatilidad a la hora de ser preparados siendo de buen agrado para el
consumidor, en especial para los nifios, ya que es una forma mas atractiva de consumo.
Los embutidos de pavo en los Ultimos afios se han presentado como una nueva alternativa
de consumo dirigido a las personas que cuidan su salud, debido a que estos productos son
mas bajos en grasas y presentan mayor proteina en comparacion a los que son de cerdo o
res (Estudios de Mercado, 2013).

La adulteracién en productos alimenticios es un problema que se ha presentado en el
transcurso de los afios, causando enfermedades y reacciones alérgicas que van en contra
de las normas existentes que dictan el aseguramiento de calidad e inocuidad de los
alimentos para los consumidores por parte de las industrias alimenticias (NOM-251-SSA-
2009). Por lo que el uso de carnes que no son reportadas en el etiquetado atienta contra
el bienestar del consumidor y va en contra de las normas establecidas en nuestro pais.
Estas adulteraciones se presentan mads en productos de gama baja y en algunos casos en
productos de gama media, debido a la reduccién de costos a la hora de elaborar dichos
embutidos, mezclando carnes de distintos animales o en su defecto siendo sustituidos por
especies similares. También otro factor que puede proporcionar estas adulteraciones son
los costos de la carne en las épocas del afio, ya que la carne de pavo durante los meses de
marzo-agosto, es mas elevada en comparacion de los meses restantes, debido a que el
consumo de esta ave se presenta mas en épocas decembrinas (Villamar y Guzman, 2006).

La adulteracidon en productos provenientes del pavo es un problema debido a que en
México no existe una norma que regule el uso de dicha carne en embutidos, como lo son
las salchicha, pero para el caso de los embutidos como jamones y chorizos (productos
frescos y madurados) existe una norma correspondiente para el uso de este tipo de carne,
pero de igual manera el reporte en la etiqueta debe estar basado conforme a la NOM-051-
SCFI/SSA1-2010 la cual hace referencia al uso del término “carne de ave” para todas las
aves de corral y no se debe de especificar en el producto la especie sino se estd haciendo
uso exclusivo de dicha carne. Por lo que se propone identificar posibles adulteraciones
mediante la técnica de PCR, esto debido a que es una técnica rapida y confiable, ademas
de que solo se necesitan pequefias muestras provenientes del tejido, sangre, alimentos
procesados para obtener y amplificar el ADNmt (Torres y Baca, 1995).
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2.2 Cuadro metodologico

Problema: Determinacidn de adulteracidn
con especies Gallus gallus domesticus, Sus
scrofa domestica y Bos taurus en embuti-
dos de pavo mediante PCR.

Objetive general: Identificar especies repor-
tadas y no reportadas en la etiqueta Gallus ga-
lus domesticus, Sus scrofa domesticay Bos
tourus en embutidos de pave mediante la técni-
ca de PCR para determinar adulteraciones.

:

Objetive particular 1: Disefiar los primers
especificos de las especies Sallus gallus domes-
ticus, Sus scrofa domestica, Bos taurus y Me-
leagris gallopave; medionte programas biginfor-
mdticos y asi determinar los secuencias para la
amplificacidn de fragmentos especificos de
ADMNmtT de cada especie.

o

l

Objetive particular 2: Evaluar la especifici-
dad de los primers seleccionodos de las espe-
cies en estudio, mediante la técnica de PCR en
especies filogenéticamente lejanas y cercanas
para garantizar el reconocimiento exclusive de
las especies de interés.

Objetive particular 3: Identificar lo pre-
sencia de &allus gallus domesticus, Sus scrofa
domestica, Bos tawrus y Meleagris gallopavo,
mediante la técnica de PCR en embutidos de

Identificar la secuencia del ADNmt de ca-

E 3

pavo procesados en México para determinar
posibles adulteraciones.

da especie.

Extraccion por el método de Sambrook vy
cuantificacion del ADM por espectrofoto-
metria.

!

Dizefiar log primers (frontal v reverso) de
coda especie.

i

Extraccidn por el método de Sambrook vy
cuantificacidn del ADMN en embutides de
pavo por espectrofotometria.

Evaluar los primers mediante programas
bisinformdticos.

PCR a especies fologenéticamente cercanas
(Cerde, bovine, pelle y pave) y lejanas
(trige, avena y zanahoria).

+

Evaluacién de los productos de PCR por
electroforesis en geles de agaresa para
determinar especificidad,

Figura 12. Cuadro metodoldgico.

L

IApIicucién de la técnica de PCR.

Evaluacidn del producto de PCR por elec-
troforésis en geles de agarosa.

l

Resultados

}

Andlisis v discusidn

}

Conclusiones
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2.2.1 Problema
Determinacién de adulteracion con especies Gallus gallus domesticus, Sus scrofa
domesticus y Bos taurus en embutidos de pavo mediante PCR.

2.2.2 Objetivo general
Identificar especies reportadas y no reportadas en la etiqueta de Gallus gallus domesticus,
Sus scrofa domesticus y Bos taurus en embutidos de pavo mediante la técnica de PCR para
determinar adulteraciones.

2.2.3 Objetivos particulares
2.2.3.1 Objetivo particular 1
Disefiar los primers especificos de las especies Gallus gallus domesticus, Sus scrofa
domesticus, Bos taurus y Meleagris gallopavo;, mediante programas bioinformaticos y asi
determinar las secuencias para la amplificacion de fragmentos especificos de ADNmt de
cada especie.

Actividades:

e |dentificar la secuencia del ADNmt de cada especie.
e Disefiar los primers (frontal y reverso) de cada especie.
e Evaluar los primers mediante programas bioinformaticos.

2.2.3.2 Objetivo particular 2
Evaluar la especificidad de los primers seleccionados de las especies en estudio, mediante

la técnica de PCR en especies filogenéticamente lejanas y cercanas para garantizar el
reconocimiento exclusivo de las especies de interés.

Actividades:

e Extraccion por el método de Sambrook y Rusell (2001) cuantificacién del ADN por
espectrofotometria.

e PCR a especies fologenéticamente cercanas (cerdo, bovino, pollo y pavo) y lejanas
(zanahoria, avena y trigo).

e Evaluaciéon de los productos de PCR por electroforesis en geles de agarosa para
determinar especificidad.

2.2.3.3 Objetivo particular 3
Identificar la presencia de Gallus gallus domesticus, Sus scrofa domesticus, Bos taurus y

Meleagris gallopavo, mediante la técnica de PCR en embutidos de pavo procesados vy
comercializados en México para determinar posibles adulteraciones.
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Actividades:

e Extraccion por el método de Sambrook y cuantificacion del ADN en embutidos de
pavo por espectrofotometria.

e Aplicacién de la técnica de PCR.
e Evaluacién del producto de PCR por electroforésis en geles de agarosa.

2.3 Material

2.3.1 Reactivos
Extraccion de ADN

e Agua desionizada.

e Solucion de lisis.

e Enzima proteinasa K.

e Mezcla Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico.
e Etanol frio.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

e Agua libre de nucleasas.
e Kit para PCR Master Mix.
e ADN extraido.

e Primers especificos.

Electroforésis

e Agarosa.

e Tris acetato y EDTA (TAE) 1X.

e Bromuro de etidio.

e Marcador de peso molecular.

e Tinte blue/orange.

e Muestra resultante de la PCR o ADN extraido.

2.3.2 Material biolégico

Conforme a lo que se describe en el cuadro metodoldgico, se requieren varias muestras
las cuales se obtendran de supermercados (Cuadro 8), siendo un total de 16 productos
embutidos de pavo que se producen y se comercializan en México los cuales se presentan
a continuacion.
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Cuadro 8. Muestras de embutidos de pavo producidos y distribuidos en México.

Mortadela de pavo MPK  Cad.16/Feb/18  S36 250 g
Mortadela de pavo MPD  Cad.28/Mar/18 $29.50 250¢g
Jamon de pavo JPK Cad.11/Feb/18  S$30 500 g
Virginia de pavo VPF Cad. 19/Mar/18 $24.90 250 g
Virginia de pavo VPZ  Cad.05/Feb/18 $30.50 250 g
Pechuga de pavo PPA  Cad.17/Mar/18 $29.90 500 g
Frankfurt de pavo FPA Cad.06/Abr/18  S$31 500 g
Salchicha de pavo SPBZ  Cad.11/Mar/18 S84 250¢g
Salchicha de pavo SPD  Cad.17/Mar/18  S$26 250 g
Salchicha de pavo SPF Cad.08/Mar/18  $33 500 g
Salchicha coctail de pavo  SCPZ  Cad.04/Feb/18  $49 500 g
Salchicha de pavo SPC Cad.01/Feb/18 $29.90 1Kg
Chorizo de pavo CPZ  Cad.27/Feb/18 $31.90 200 g
Chorizo de pavo CPK Cad.16/Abr/18 $19.90 200 g
Chorizo de pavo CPC  Cad.06/Mar/18  S21 200 g
Peperami de pavo PP Cad. 24/Jun/18 S15 23 g

2.3.2 Material y equipo de laboratorio
e Balanza digital.
e Agitador Vortex.
e Microcentrifuga.
e Termoblock.
¢ Nanoespectofotometro.
e Termociclador.
e Cdmara de electroforesis.
e Micropipetas.
e Horno de microondas.
e Transluminador.

2.4 Métodos

2.4.1 Extraccion de ADN por el método de Sambrook y Russell (2001)
-Desintegracion del tejido

Se toman 0.125 g de muestra y se coloca en un tubo Eppendorff estéril, al cual se le
adicionan 1.25mL de soluciéon de lisis, se agita con ayuda del vortex aproximadamente 1
minuto. Después se adicionan 7 L de enzima proteinasa K y se incuba en el termoblock a
50°C por dos horas. Pasado ese tiempo se inactiva la enzima aumentando y manteniendo
la temperatura del termoblock a 60 °C por una hora.
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-Extraccion de proteinas y polisacaridos.

Una vez inactiva la enzima, se adicionan 0.25 pL de solucién fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico al tubo y se mezcla varias veces de manera suave. La muestra se centrifuga a
10 000 rpm por 10 minutos y se recupera la fase acuosa superior cuidadosamente en un
nuevo tuvo Eppendorff estéril, evitando recuperar cualquier otra fase. Nuevamente se
adiciona al tubo 0.25uL de solucidn fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y se repite el
procedimiento anterior Unicamente si hay pigmentos, pectinas etc.

-Precipitacion del ADN

Al tubo Eppendorf que contiene la fase recuperada anteriormente se le adicioné 1000 uL
de etanol frio y se mezcla varias veces de manera suave, posteriormente se centrifuga a
10 000 rpm por 10 minutos y se decanta posteriormente cuidadosamente el exceso de
etanol y se deja secar el tubo a 31°C en el termoagitdor para que el etanol se evapore, el
ADN precipitado se puede presentar como una ligera capa en el tubo. Una vez evaporado
completamente el etanol del tubo, se adiciona 100 pL de agua libre de nucleasas y se agita
con el vortex un minuto para resuspender completamente el ADN extraido.

2.4.2 Cuantificacion ADN.
El ADN, ARN, oligonucledtidos e incluso los mononucleétidos pueden cuantificarse
directamente en soluciones acuosas, en forma diluida o sin diluir, midiendo la absorbancia
de la luz ultravioleta. Si la muestra es pura, es decir, no contiene cantidades significativas
de contaminantes como proteinas o fenol, la medicidon espectrofotométrica de la
irradiacion ultravioleta absorbida por las bases es sencilla y exacta.

La concentracion de acidos nucleicos suele determinarse midiendo a 260 nm. La
interferencia de contaminantes puede determinarse calculando un cociente. Dado que las
proteinas absorben a 280 nm, se emplea el cociente 260/280 para calcular la pureza de los
acidos nucleicos. Los cocientes respectivos del ADN y el ARN puros son aproximadamente
de 1.8 y 2.0 respectivamente. Una absorcidon a 230 nm se emplea para determinar si la
muestra estd contaminada con hidratos de carbono, péptidos, fenoles, compuestos
aromaticos u otras sustancias. El cociente 260/280 (relacidon de pureza) de las muestras
puras es de 1.8 aproximadamente (Querci et al, 2007).

-Método

Se calibra el equipo colocando 2 pL de agua libre de nucleasas. Se abre el programa
Nanodrop en la computadora y se selecciona en la pantalla la opcién de acidos nucleicos.
Se limpia el lector del equipo con un paiio especial y se coloca nuevamente 2 plL de agua
libre de nucleasas para registrarlo como blanco en el programa, nuevamente se limpia el
lector del equipo y se coloca 2 yL de la muestra de ADN a cuantificar y se corre
nuevamente el programa. Se registra la concentracion de ADN proporcionado por el
equipo (ng/uL) y la relacion 260/280 para determinar el grado de pureza del ADN.
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2.4.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
-Preparacion de la reaccion

Para la preparacion de la reaccidon se deben de estandarizar las concentraciones de los
componentes (primers y ADN). Los primers deben ser solubilizados en una concentracién
de 0.5 uL, mientras que el ADN requiere una concentracién baja (50-60 ng/uL) puesto que
solo una sola copia de ADN es suficiente para su amplificacion.

Las preparaciones de las muestras para la reaccién se reparten en tubos de 12 pL con los
volumenes mencionados en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Cantidad de componentes necesarios para la PCR.

Kit Master Mix 6.25 L
Primer frontal 0.25 uL
Primer reverso 0.25 L
Agua libre de nucleasas 5.25 uL
Volumen total 12 uL
ADN muestra 0.5 uL

-Programa de PCR.

Para la realizacion del programa de la PCR se necesita conocer las Tm de cada primer, asi
como las condiciones necesarias para llevarse a cabo. La Tm se calcula con la siguiente
ecuacion:Tm = [(G + C)4] + [(A+T)2] -5

El resultado de las temperaturas para pada primer especifico (Cuadro 10) los cuales se
muestran en el anexo.

Especie Tm primer frontal Tm primer reverso Tm promedio
Gallus gallus domesticus 61°C 61°C 61°C
Sus scrofa domesticus 61°C 61°C 61°C
Boss taurus 61°C 59°C 60°C
Meleagris gallo-pavo 61°C 61°C 61°C

Cuadro 10.Resultados del cdlculo del Tm para cada uno de los primers.
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La programacion del termociclador es conforme a las condiciones obtenidas de la Tm de
cada primer. Teniendo asi los programas para cada pareja de primers como se muestra en
la Figural3 las condiciones para Gallus gallus domesticus.

94° C 94° C . .

5 min. 40 seg. 72°C 72 _C

1 Ciclo 30 Ciclos 40 seg. 3 min.
30 Ciclos 1 Ciclo

DESKATURALZADEN
INICIAL

T
E

M

P

E

R 61° C

A 40 seg. EXTENSION
T 30 Ciclos FINAL

U

R

A

DESMATURALIZACION ALIMEACION EXTENSION

Figura 13. Programa PCR para Gallus gallus domesticus.

Las condiciones del programa de PCR (Figura 14) para Sus scrofa domesticus conforme a
las condiciones de la Tm promedio para esta pareja de primers.

94° C 94° C . .

5 min. 40 seg. c 72 _C

1 ciclo 30 Ciclos 40 seg. 5 min.
30 Ciclos 1 Ciclo

DESNATURALZACKN
IMICIAL

T
E

M

P

E

R 61° C

A 40 seg. EXTENSION
T 30 Ciclos FINAL

u

R

A

DESNATURALIZACION ALINEACION EXTENSION

Figura 14. Programa PCR para Sus scrofa domesticus.
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Como se observa en la Figura 15, la Tm para la alineacion es de 60°C variando solo 1°C con

respecto a las otras especies.

94° C 94° C
5 min. H 40 seg.
1 Ciclo H 30 Ciclos
T :
E .
M .
P :
E .
R .
A .
T :
u .
R DESNATURALZADEN &
A INICIAL .
E DESNATURALIZACION

60° C
40 seg.

30 Ciclos

72° C 72° C R
40 seg. 5 min. H
30 Ciclos 1 Ciclo H

H
EXTENSION
FINAL

ALINEACION

EXTEMSION

Para Meleagris gallo-pavo Figura 16, el programa de la PCR se muestra de la siguiente

Figura 15. Programa PCR para Bos taurus.

manera:
94° C 94° C . .
5 min. H 40 seg. 72°C H 72 _C H
1 ciclo = | 30 Ciclos 40 seg. =| 3min. -
. 30 Ciclos H 1 Ciclo .
i : : :
E : H :
M H . :
P H H
E . H
R 61° C :
A .
: 40 seg. = EXTENSION
T H 30 Ciclos H FINAL
U . H
. H
R DESNATURALZACON -
A INICIAL - -
i DESNATURALZACION ALIMEACION EXTENSION &
. H

Figura 16. Programa PCR para Meleagris gallo-pavo.
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2.4.4 Analisis de amplificacion de PCR por electroforesis en gel de agarosa

Un fragmento de ADN de un tamafio determinado migra a diferentes velocidades a través
de los geles segln la concentracion de agarosa. En funcién de la concentracion de agarosa,
se pueden separar segmentos de ADN, que contengan de 20 a 50 000 pb. En los geles
horizontales, la agarosa se emplea por lo general en concentraciones comprendidas entre
un 0.7 % y un 3% (Querci et al, 2007).

-Método

Se prepara un gel de agarosa con una concentracién de 3%. Se pesan 0.9 g de agarosa en
un matraz y se diluye en 30 mL de solucién Buffer TAE 1X. La mezcla se calienta en el
horno de microondas hasta que la agarosa se disuelva completamente. Se deja enfriar la
solucidn y se le adiciona una gota de bromuro de etidio.

Después se vierte en el soporte de la cdmara de electroforésis, se coloca el peine para la
formacidon de pocillos. Se deja enfriar para que se gelifique el gel de agarosa y
posteriormente se retira el peine. Finalmente se agrega el amortiguador TAE 1X a la
camara de electroforésis para cubrir el gel.

-Carga y corrida del gel

Se coloca en un parafilm 3 uL de bromuro de etidio, 3 L de colorante blue/orange y 4 uL
de la muestra resultante en la PCR, procurando que ninguna de estas se mezcle.
Posteriormente con una micropipeta se homogeneiza y la mezcla final se coloca
cuidadosamente en uno de los pocillos del gel de agarosa.

Una vez cargadas las muestras en el gel, se cierra la cdmara y se conecta a la fuente de
poder, con un voltaje de 60 V a la cdmara hasta que el colorante recorra % partes del gel.
Una vez recorrido, se apaga la fuente de poder de la cdmara y se retira el gel
cuidadosamente.

-Visualizacion de amplificados

El gel se coloca en la base del transluminador y se enciende la cdmara fotogréfica, se
centra y enfoca el gel en la pantalla. Se cierra la puerta del transluminador, se enciende la
[dmpara de luz UV para posteriormente capturar la imagen del gel y se envia al ordenador
para su visualizacion.

La deteccion del bromuro de etidio intercalado en los fragmentos de ADN presentes en el
gel es debido a que la radiacién UV es absorbida a 254 nm el ADN y transmitida al
colorante, el cual unido por si mismo absorbe la luz a 302 nm y 366nm. En ambos casos, la
energia es remitida a 590 nm en la region rojo-naranja del espectro visible (Sambrook y
Russell, 2001).
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Objetivo particular 1
Para cumplir este objetivo se realizé una investigacion y revision bibliografica para realizar
el disefio de los primers, teniendo como apoyo el articulo publicado por Kesmen et al.,
2009. Donde indica el numero de acceso (GenBank) de las especies de interés y mediante
la pagina electronica NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) se buscd la secuencia del
ADNmt completo de las especies de estudio. Los pasos se muestran en el Anexo 1.

Posteriormente con el programa bioinformatico en linea, Primer Quest
(https://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index), se realizé el disefio de los primers
especificos copiando las secuencias de ADNmt competo de las especies y haciendo las
consideraciones siguientes:

e La longitud de los primers debe estar entre 18-25 pb; el par debe ser de la misma
longitud o de lo contrario no rebasar una diferencia de 3 unidades.

e La Tm debe esta entre 55-62°C la pareja de primers no debe diferir en 2°C.

e La composicién G-C debe estar entre 40-60% y las 4 bases distribuidas por toda la
secuencia

e Un residuo de G o C en el extremo 3" de los primers ayudé a alcanzar el extremo
terminal 3'debido a que los puentes de hidrégeno son mas fuertes en el residuo G-
C

e Los primers deben ser especificos o complementarias a las regiones deseadas. Por
lo que no deben ser homodlogas.

Teniendo asi los resultados correspondientes del disefio de los primers de las 4 especies de estudio
(Cuadro 11).

Cuadro 11. Secuencias de primers a emplear de las especies de interés.

Gallus gallus domesticus GGAGCTAACCACAGCTACATAC GGGTTGGATAAGCAGAGAGAAG 235
Sus scrofa domesticus ~ GCCCTCATAGCCCTACATATTC GGTTCCTAAGACCAACGGATAG 244
Boss taurus CGCCGGACTCTATTTCCTATTC TAACGAGTGCTATGTGGCTTAC 150
Meleagris gallo-pavo | CAATCTCCCTACTGCCCATAAC CTAAGTGCTGTGCCGACTATAC 515

Posteriormente se evalla cada una de las secuencias completas de ADNmt con los primers
con el programa bioinformatico Sequencher para corroborar la cantidad de pares de bases
a amplificar (Figura 17).
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CGARAATCTATTIG
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TITTATICCARCTARAAATCTCAAACTACTCATACCCAGCAAGCCCAGAATCAAYYGAACTCAAAACTCAARRACATAGCACCCCTTGAGARATAAAATGARCGAAARTCTATTIGCCICTTTCATIGCCCCYACGH

Figura 17 . Evaluacion de los primers con el programa bioinformdtico Sequencher.

Teniendo asi la correcta seleccién de los primers y proseguir a la evaluacién de cada uno
de primers para comprobar su especificidad y cubrir el objetivo siguiente.

3.2 Objetivo particular 2
La extraccion de ADN fue conforme al protocolo de Sambrook y Russell, (2001)
obteniendo las siguientes concentraciones de ADN sin diluir y diluidas.

Cuadro 12. Resultados extraccion de ADN de las especies de estudio (lejanas y cercanas) sin diluir y diluidas.

Sin diluir Diluidas
Muestras Relacién ADN Relacion ADN
260/280 (ng/uL) 260/280 (ng/uL)

Pollo 1.85 1776.8 1.8 72.5
Res 1.83 387.6 1.9 72.2
Cerdo 1.77 1255.7 1.71 64.5
Pavo 1.82 1686.9 1.72 88.1
Zanahoria 1.66 1040.5 1.69 64.4
Avena 1.71 168.3 1.74 63.9
Trigo 1.73 78.5 1.73 78.5

Como se muestra en el Cuadro 12, la relacién 260/280 esta en un intervalo de 1.6-2.0, lo
que nos indicé que el ADN extraido de cada una de las muestras estan libres de
contaminacion con proteinas o ARN, y en relacion a las cantidades de ADN obtenidas en la
extraccidn son elevada para llevar a cabo la PCR, a excepcién de la muestra de trigo que
esta en el intervalo, debido a que con una pequefia cantidad de ADN se obtienen millones
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de copias, por lo que las muestras fueron diluidas ajustando a una concentracion
aproximadamente a 60 ng/pL.

Analizando los resultados del Cuadro 11, en las columnas donde indican la dilucién, se
observd que la relacion 260/280 se encuentra en valores 1.6 a 1.9 indicando que las
muestras de ADN se encuentran libres de proteinas o ARN, lo cual nos permite realizar
una PCR.

Para evaluar la especificidad de los distintos primers se llevé a cabo una PCR, en donde se
mezcld la pareja de primers seleccionado con distintas especies filogénicamente cercanas
(res, pollo, pavo y cerdo) y filogenéticamente lejanas (zanahoria, avena y trigo).

Para esta prueba cada pareja de primers solo debe amplificar con la especie para cual fue
disefiado, lo cual indicara si es especifico para la especie seleccionada. Asi mismo, el
objetivo de esta prueba permitié evitar errores en la deteccion de las especies en estudio.

Obteniéndose los siguientes resultados, Figura 18:

e Especificidad Bos Taurus

J1300 pb—————> s
e

| —
000 pb —————>
- —
- me—

| —
600 pb ——————>_——
| m—
i
300pb ———>
200 pb ———>

100 pb ————> Bos taurus, 150 pb

Figura 18. Gel de agarosa al 1% para determinar especificidad de primers Bos taurus disefiadas frente a especies
filogenéticamente cercanas y lejanas. 1) Marcador de Peso (pb), 2) Blanco, 3) Bos Taurus, 4) Gallus gallus domesticus, 5)
Sus scrofa domesticus, 6) Meleagris gallo-pavo, 7) Zanahoria, 8) Trigo 9) Avena.

En la Figura 18 se puede observar la amplificacién del control positivo para la especie Bos
taurus, demostrando la especificidad de la pareja de primers disenados ya que la banda
obtenida en el gel corresponde a la especie de interés (Bos taurus). Las condiciones
empleadas para llevar a cabo esta amplificacién corresponden a las descritas en Figura 16.
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e Especificidad Gallus gallus domesticus

Se siguid el programa de la PCR con las condiciones descritas en la Figura 14, obteniendo
lo siguiente:

300 pb———>

———

000 pb —m™—> 5

600 pb ——— S

e

300 pb ———
Gallus gallus domesticus,

2 I——
0ph —— 235pb
100pb ———>

Figura 19. Gel de agarosa al 1% para determinar especificidad de primers Gallus gallus domesticus disefiadas frente a
especies filogenéticamente cercanas y lejanas. 1) Marcador de Peso (pb), 2) Blanco, 3) Bos taurus, 4) Gallus gallus
domesticus, 5) Sus scrofa domesticus, 6) Meleagris gallo-pavo, 7) Zanahoria, 8) Trigo 9) Avena.

En la Figura 19 la banda obtenida en el gel corresponde a la especie de interés Gallus
gallus domesticus amplificando a lo esperado 235 pb conforme al disefio de estos primers,
indicando la especificidad para esta pareja de primers para esta especie de estudio.
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e Especificidad Meleagris gallo-pavo.

En la Figura 17 se expresan las condiciones de la PCR para esta especie, dando como
resultado lo siguiente al ser visualizado el gel de agarosa.

300 pb—————> w—

e
co0pb—— S
.
el

v
600 pb ——————> . o Meleagris gallo-pavo,
515pb

300 pb —m ™ —>
200 pb —m @™ —
100 pb —m—m—>

Figura 20. Gel de agarosa al 1% para determinar especificidad de primers Meleagris gallo-pavo disefiadas frente a
especies filogenéticamente cercanas y lejanas. 1) Marcador de Peso (pb), 2) Blanco, 3) Bos taurus, 4) Gallus gallus
domesticus, 5) Sus scrofa domesticus, 6) Meleagris gallo-pavo, 7) Zanahoria, 8) Trigo 9) Avena.

El gel de agarosa al 1% al ser visualizado (Figura 20), se observa la banda a 515 pb para la
especie Meleagris gallo-pavo asegurando la especificidad para esta especie de estudio, el
resultado esperado es conforme al disefio de primers.
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e Especificidad Sus scrofa domesticus.

Para cada pareja de primers se determind un programa de PCR dependiendo de sus
temperaturas de hibridacidn, y para el caso de esta especie se siguio el programa como lo
indica la Figura 15.

Teniendo los siguientes resultados:

Sus scrofa domestica,

200pb —— 5 244 pb

Figura 21. Gel de agarosa al 1% para determinar especificidad de primers Sus scrofa domesticus disefiadas frente a
especies filogenéticamente cercanas y lejanas. 1) Marcador de Peso (pb), 2) Blanco, 3) Bos taurus, 4) Gallus gallus
domesticus, 5) Sus scrofa domesticus, 6) Meleagris gallo-pavo, 7) Zanahoria, 8) Trigo 9) Avena.

En Figura 21 se observa la especificidad de la pareja de primers para esta especie, debido a
gue amplificd unicamente en el carril donde contenia el ADN de la especie de estudio.

La realizacion de las pruebas de especificidad nos asegurd y demostraron que las parejas
de primers disefiados para estas 4 especies de estudios son especificas, lo cual nos
permitid determinar la identificacidon de estas en las muestras comerciales a través de la
PCR.
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3.3 Objetivo particular 3
Para llevar a cabo este objetivo se obtuvieron 16 muestras de diferentes embutidos
(mortadela, jamones, salchichas, chorizos y peperami) de pavo, los cuales se adquirieron
en tiendas de autoservicio y se realizd la extraccion de ADN con el protocolo mencionado
anteriormente. Teniendo los resultados siguientes:

Cuadro 13. Resultados extraccion de ADN de las 16 muestras a evaluar sin diluir y diluidas.

Relacion ADN Relacion ADN

260/280 (ng/uL) 260/280 (ng/uL)
1 1.79 210.8 1.92 52.6
2 1.8 127.3 1.73 57.5
3 1.78 697 1.72 69.5
4 1.84 3596.8 1,69 69.6
5 1.77 694.9 1,77 59.3
6 1.83 1490.5 1.64 66.6
7 1.94 337 1.67 60.2
8 1.83 241.7 1.81 77.4
9 1.86 235.7 1.69 60.4
10 1.89 307.7 1.6 63.5
11 1.98 565.2 1.81 70.1
12 2.02 399.5 1.62 60.2
13 1.96 407.8 1.67 60.4
14 1.74 291.6 1.76 62.2
15 1.71 511.7 1.68 98.1
16 1.68 93.6 1.65 61.2

Como se observa en el Cuadro 13, las cantidades de ADN son altas, y en la relacion de
pureza (260/280) se mantienen en un intervalo de 1.6-2.0 lo que nos indicd que nuestro
ADN extraido se encuentra libre de proteinas ARN, permitiéndonos realizar la PCR.

Procediendo a diluir cada una de las muestras, teniendo asi que la relacidon de pureza
(260/280) se encuentra en un intervalo de 1.6-1.9 indicando que estan libres de
contaminacion para realizar la PCR. Y la concentracién de ADN varia entre los 52 y 98
ng/uL, debido a que los resultados de la concentracién de ADN son aproximados y al
realizar el célculo correspondiente para tener concentraciones de 60 ng/uL de igual forma
son aproximadas dandonos estas variaciones al diluirlas.

Teniendo los controles positivos, las 16 muestras de ADN ajustadas en concentracidn y la
especificidad de la pareja de primers, se llevé a cabo la PCR de cada una de las muestras
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comerciales para determinar alguna adulteracién con las 4 especies de estudio con las
condiciones establecidas en los programas de PCR indicados en las Figuras 14, 15 16 y 17
para cada especie.

Obteniendo asi los resultados siguientes:

e Resultados PCR Bos taurus

Bos taurus, 150 pb

Figura 22. Gel de agarosa al 1.5% para determinar adulteracion con la especie Bos taurus. 1) Marcador de Peso (pb), 2)
Blanco, 3) C+, 4) MPK, 5) MPD, 6) JPK, 7) VPF, 8) VPZ, 9) PPA, 10) FPA.

300 pb
200 pb

100 pb Bos taurus, 150 pb

Figura 23. Gel de agarosa al 1.5% para determinar adulteracion con la especie Bos taurus. 11)
Marcador de Peso (pb), 12) Blanco, 13) C+, 14) SPBZ, 15) SPD, 16) SPF, 17) SCPZ, 18) SPC, 19) CPZ, 20)
CPK.
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1000 pb
600 pb

300 pb

200 pb
Bos taurus, 150 pb
100 pb

Figura 24. Gel de agarosa al 1.5% para determinar adulteracion con la especie Bos taurus. 21) Marcador de Peso (pb),
22) Blanco, 23) C+, 24) CPC, 25) PP.

A partir de los resultados obtenidos de la PCR (Figuras 22, 23 y 24) se observa que solo la
muestra 16 (carril 25) que corresponde al peperami de pavo contiene carne de res,
mientras que las demds muestras no presentan contenido de esta carne. El amplificado es
conforme a las pares de bases esperadas de 150 pb conforme al disefio de la pareja de
primers indicando en los carriles 3, 13 y 23 como C+ y el marcador de peso molecular
utilizado fue de 1,300 pb.
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e Resultados PCR Gallus gallus domesticus.

Gallus gallus
domesticus, 235 pb
Figura 25. Gel de agarosa al 1.5% para determinar adulteracion con la especie Gallus gallus
domesticus. 1) Marcador de Peso (pb), 2) Blanco, 3) C+, 4) MPK, 5) MPD, 6) JPK, 7) VPF, 8)
VPZ, 9) PPA, 10) FPA
| Gallus gallus
[ domesticus, 235 pb

Figura 26. Gel de agarosa al 1.5% para determinar adulteracion con la especie Gallus gallus
domesticus. 11) Marcador de Peso (pb), 12) Blanco, 13) C+, 14) SPBZ, 15) SPD, 16) SPF, 17)
SCPZ, 18) SPC, 19) CPZ, 20) CPK.
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000 pb
600 pb

300 pb

200 pb Gallus gallus

100 pb domesticus, 235 pb

Figura 27. Gel de agarosa al 1.5% para determinar adulteracion con la especie Gallus gallus
domesticus. 21) Marcador de Peso (pb), 22) Blanco, 23) C+, 24) CPC, 25) PP.

Las Figuras 25, 26 y 27 muestran los resultados obtenidos para la determinacion de Gallus
gallus domesticus. Mostrando que la mayoria de las muestras amplificaron, carriles (4, 5,
6,9, 10, 15, 18 y 20), indicando la presencia de carne de pollo en sus contenidos, lo cual va
en contra de la normatividad, ya que en la etiqueta de estos productos declaran ser de
pavo, lo que nos lleva a analizar la lista de ingredientes en donde la mayoria de estos

incidan tener pechuga de pavo o en general pavo.

El amplificado esperado corresponde a 235 pb.
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Resultados PCR Meleagris gallo-pavo.

000 pb

600 pb

300 pb
200 pb

100 pb

- o ciliiag M 2
B e S el N s Wt il ™

Figura 28. Gel de agarosa al 1.5% para determinar adulteracion con la especie Meleagris gallo-pavo.

1) Marcador de Peso (pb), 2) Blanco, 3) C+, 4) MPK, 5) MPD, 6) JPK, 7) VPF, 8) VPZ, 9) PPA, 10) FPA.

000 pb

600 pb

300 pb
200 pb

100 pb

Meleagris
gallo.pavo, 515 pb

Meleagris
gallo.pavo, 515 pb

Figura 29. Gel de agarosa al 1.5% para determinar adulteracion con la especie Meleagris gallo-pavo.

11) Marcador de Peso (pb), 12) Blanco, 13) C+, 14) SPBZ, 15) SPD, 16) SPF, 17) SCPZ, 18) SPC, 19) CPZ,

20) CPK.
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300 ph——>

—
000 pb ———> =
e
el
600 pb —————> —
-
300pb —m—>

200 pb ———ES
100 pb ——— =55 S

Meleagris
gallo.pavo, 515 pb

Figura 30. Gel de agarosa al 1.5% para determinar adulteracion con la especie Meleagris gallo-pavo. 21) Marcador de
Peso (pb), 22) Blanco, 23) C+, 24) CPC, 25) PP.

Al visualizar los geles en el transluminador, Figuras 28, 29 y 30 respectivamente, 12 de las
muestras presentan pavo, carriles (7, 8, 9, 10, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 24, y 25), como lo
indica en sus etiquetas vy lista de ingredientes, percibiéndose en algunas, una banda mas
fuerte como lo es el caso del carril 14. La intensidad de las bandas es por las proporciones

de ADN de dicha especie en el producto.

El tamafio del amplificado fue de 515 pb conforme a lo esperado en el disefio de los

primers.
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e Resultados PCR Sus scrofa domesticus.

000 pb
600 pb

Sus scrofa
domesticus, 244 pb

300 pb
200 pb

100 pb

Figura 31. Gel de agarosa al 1.5% para determinar adulteracion con la especie Sus scrofa
domesticus. 1) Marcador de Peso (pb), 2) Blanco, 3) C+, 4) MPK, 5) MPD, 6) JPK, 7) VPF, 8)

VPZ, 9) PPA, 10) FPA

000 pb

600 pb
300 pb
P Sus scrofa

domesticus, 244 pb

100 pb

Figura 32. Gel de agarosa al 1.5% para determinar adulteracion con la especie Sus scrofa
domesticus. 11) Marcador de Peso (pb), 12) Blanco, 13) C+, 14) SPBZ, 15) SPD, 16) SPF, 17)
SCPZ, 18) SPC, 19) CPZ, 20) CPK.
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Sus scrofa
domesticus, 244 pb

Figura 33. Gel de agarosa al 1.5% para determinar adulteracion con la especie Sus scrofa domesticus. 21) Marcador de
Peso (pb), 22) Blanco, 23) C+, 24) CPC, 25) PP.

Los resultados mostrados en las Figuras 31, 32 y 33 evidencian la presencia de carne de
cerdo en 5 de los 16 productos evaluados ya que se observa un amplificado de 244 pb en
los carriles 4, 5, 6, 15, 20, dicha especie no se reporta en ninguna de las etiquetas ni en
lista de ingredientes, por lo que en estos productos la adulteracion es perceptible.

Para tener una mejor interpretacion de los resultados obtenidos en la PCR, se construy® la
siguiente tabla comparativa:
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Cuadro 14. Especies encontradas mediante la técnica de PCR y la especie reportada en etiqueta.

Gallus gallus  Meleagris gallo- Sus scrofa Especie
Muestra  Bos taurus . . reportada en
domesticus pavo domesticus .
etiqueta
1 - + - + Pavo
2 - + + + Muslo de pavo
3 - + - + Carne de pavo
4 - + + - Pavo
5 - - + Pechuga de pavo
6 _ + + - Pechuga de pavo
7 - + + - Carne de pavo
8 - - + - Pechuga de pavo
9 - + - + Carne de pavo
10 - - + - Carne de pavo
11 - - + = Pierna de pavo
12 - + - - Carne de pavo
13 - - + - Carne de pavo
14 - + + + Carne de pavo
15 = . + = Carne de pavo
16 + - + - Muslo de pavo

o (+) Amplificé (-) No Amplificé

En el Cuadro 14, se muestran las especies encontradas en las pruebas que se realizaron en
el laboratorio de la UIM L-8.

La NOM-051-SCFI/SSA1-2010 establece que la informacién en el contenido de las
etiquetas de alimentos y bebidas no alcohdlicas preenvasados debe ser fidedigna,
demostrando al consumidor la denominacidon de estos productos, siendo embutidos de
pavo, coincidiendo los ingredientes en la etiqueta y a su vez la NOM-251-SSAI-2009
declara que toda industria debe proporcionar alimentos de calidad e inocuos que
aseguren el bienestar del consumidor.

En nuestro pais no existe una norma para embutidos de pavo, pero se utiliza como
referencia esta NOM-051-SCFI/SSA1-2010 la cual declara a las aves de corral como pollo,
pavo entre otras aves. Las cuales deben de corresponder al nombre del producto
indicdndose tanto en la etiqueta como en los ingredientes, el termino carne de ave se
usara solo cuando el producto no haga referencia a un tipo especifico de carne de aves de
corral, indicandose tanto en su etiqueta como contenido de ingredientes.

Al analizar las 16 muestras con respecto a esta norma, encontramos que todas indican
tanto en ingredientes como en etiqueta utilizar carne de pavo para su elaboracién, pero
no todas cumplen con los lineamientos establecidos, ya que 7 de estas muestras
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presentan carne de pollo, lo cual se demostré en la PCR realizada, al igual que 5 muestras
tienen carne de cerdo en su contenido y solo una muestra presenta carne de res.

La utilizacién de carne de pollo en embutidos de pavo es mds comun en productos de bajo
y medio costo, ya que los pardmetros de calidad en las industrias de embutidos solo se
enfocan en liberar el producto si cumplen los contenidos de proteinas establecidos en las
normas NMX-F-065-1984 y NMX-158-SCF1-2003 los cuales estan basados en la NMX-F-
068-5-1980, en donde presenta el método de Kjeldahl-Gunning como Unica opcién para
ser liberados los productos que cumplan con el porcentaje mencionado en la
normatividad, lo que nos indica que no hay una técnica que sea usada para determinar
adulteracion en estos productos.

El aspecto monetario es un uno de los factores importantes por el cual el pollo es mas
utilizado en este tipo de productos, debido a la crianza de pavo estd enfocada mas a fines
de afio, el precio de esta especie aumenta en otras temporadas, dejando al pollo en un
precio mas aceptable reduciendo costos en la elaboracidn de dichos embutidos.

Otra razon por la cual la carne de pollo es utilizada en los embutidos de pavo es por la
semejanza que existe en estos, enmascarando el sabor del pollo con alguna combinacion
de sabores a pavo hace que la elaboracién de estos no tenga inconveniente. Pero al no ser
reportado en los ingredientes la utilizacion de esta especie se denomina adulteracién ya
que conforme a la NOM-051-SCFI/SSA1-2010 se deberia indicar en los ingredientes como
uso de carne de ave, lo cual seria lo mas conveniente al usar estas dos especies.
Demostrando que las muestras 1, 2, 3, 6, 7, 9 y 12 estan adulteradas al no reportar esta
especie conforme a los lineamientos de la NOM-051-SCFI/SSA1-2010.

El cerdo es otro producto que tiene un precio en el mercado mas bajo en comparacion al
pavo y al pollo, pero difiere mucho en cuestion de cercania en sabor. La carne de cerdo
llega a ser utilizada en este tipo de productos, como se pudo apreciar en 5 de estos,
muestras (1, 2, 3, 9 y 14) siendo en su mayoria utilizado en productos de bajo costo y en
chorizos, ya que la grasa de cerdo es barata y reduce costos a la hora de elaborar
embutidos, presentando adulteracion al no ser reportados en la etiqueta.

La carne de res a diferencia de las especies anteriores es de alto costo, pero algunas
grasas que ayudan a la elaboracién de productos madurados como lo es el peperami, son
implementadas en la elaboracién de estos, dando estabilidad, la NOM-051-SCFI/SSA1-
2010 determina que la declaracién del uso de manteca de cerdo o bovino debe ser
mencionada en los ingredientes. Teniendo que la presencia de estas dos especies en estos
productos se encuentra adulterados, siendo un engafo al consumidor y causarle algln
problema de salud.

Por otro lado, las muestras que solo amplificaron para la especie de pavo y que no
amplificaron con otra especie, (5, 8, 10, 11, 13 y 15), declaran en su etiqueta la presencia
de pechuga de pavo y pavo, cumpliendo la normatividad conforme a la NOM-051-
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SCFI/SSA1-2010. Al analizar estos 6 productos podemos percibir que estan dirigidos a
niveles socioecondmicos medios/altos, ya que el precio de estos en comparacién a
embutidos de baja, duplican su valor, demostrando que entre mas caro sea un producto la
veracidad de sus ingredientes corresponde en su totalidad a lo declarado.
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CONCLUSIONES

El uso de programas bioinformaticos fue una herramienta importante y confiable que
permitid disefar parejas de primers partiendo de la secuencia del ADNmt de las 4 especies
de estudio, las cuales fueron evaluadas en una simulacién (in silico) mediante estos
programas, ddndonos una aproximacién la cual se confirmé al realizar las pruebas in vitro
correspondientes de especificidad cumpliendo asi el objetivo 1.

La extraccién de ADN por el método de Sambrook and Russell (2001), permitié obtener
ADN integro, para la obtencion tanto de controles positivos como de las muestras a
evaluar, lo cual permitio realizar las pruebas de PCR cumpliendo los objetivos particulares
2y3.

La precisidon de la técnica de PCR para llevar a cabo la determinacion de adulteraciones en
embutidos de pavo comercializados y distribuidos en México, permitié cumplir el objetivo
general demostrando que esta técnica es especifica a partir de una pequefia cantidad de
ADN la cual es replicada y al utilizar primers especificos aseguran la amplificacion vy
presencia de especies.

Conforme a lo indicando en las normas NOM-251-SSAI-2009 y NOM-051-SCFI/SSA1-2010,
gue refieren en primera instancia que las empresas aseguren brindar alimentos de calidad
e inocuos y a su vez que su contenido sea fidedigno indicando en el etiquetado los
ingredientes que lo constituyen asegurando al consumidor un alimento adecuado a sus
necesidades sin atentar contra su salud. Estas normas sirvieron como apoyo para
corroborar mediante la PCR si hay un cumplimiento en estos productos debido a que no
existe una norma para embutidos de pavo.

Las muestras analizadas resultaron con alguna adulteracion, que generalmente fue la
adicién de carne o grasa de otras especies, las cuales no se reportan en las etiquetas. Las
industrias realizan este tipo de adiciones para reducir costos en fabricacidon y a su vez
brindar productos que estén al alcance de la poblacion, debido a que los productos de
pavo son elevados en costo, orillando a las industrias a cometer adulteraciones en sus
productos violando dos normas NOM-251-SSAI-2009 y NOM-051-SCFI/SSA1-2010
comprometiendo la salud del consumidor al no brindar alimentos de buena calidad,
inocuos y que declaren el contenido veras a lo indicado en su etiqueta.
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RECOMENDACIONES

En este proyecto de tesis se propuso analizar embutidos de pavo de distintas categorias:
baja, media y alta, buscando 4 especies que son consumidas en nuestro pais las cuales se
utilizan para la elaboracion de embutidos, sin embargo, estos productos Unicamente son
sometidos a pruebas de calidad para ser liberados por el porcentaje de proteina que
indica la NMX-F-068-S-1980. Es por eso por lo que se recomienda la técnica de la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) como una alternativa que ayudara a identificar
adulteraciones de productos debido a su precisidn y especificidad.

La implementacién de la técnica de PCR como un método de prueba de especificidad daria
un respaldo para el cumplimiento a lo que declara la NOM-051-SCFI/SSA1-2010, para las
especificaciones generales de etiquetado para alimentos y bebidas no alcohdlicas
preenvasados, asegurando al consumidor el origen de especie en estos productos y no
violando lo establecido con la normatividad.

La falta de educacion alimentaria en nuestro pais es un problema que ha provocado una
mala alimentacion en nuestra sociedad causando enfermedades, también provocando
que las industrias alimentarias no aseguren la integridad del consumidor, elaborando
productos que violan la normatividad que existe en nuestro pais, por lo que la difusién de
informacién nutricional de la carne de pollo con respecto al pavo ayudaria a nuestra
sociedad a tener un mejor criterio en el consumo de estas carnes asi como fomentar una
cultura al leer las etiquetas de los productos que consumimos. Todo esto con el fin de
elaborar una norma para embutidos de pavo que establezca las condiciones y parametros
de produccién y etiquetado que garanticen al consumidor la seguridad e integridad de los
productos que declaran ser elaborados con pavo.
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ANEXO: DISENO DE PRIMERS
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Paso 1: Buscar la pagina de NCBI ( National Center for Biotechnology Information)

GO gle nchi

Todo

Libros. Imégenes Noticias
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a de 54,200,000 resultados (0 63 segundos)

Videos Més

v a

Preferencias Herramientas

National Center for Biotechnology Information

https:#www.ncbi.nim.nih.gov/ * Traducir esta pagina

Welcome to NCBI. The National Center for Biotechnology Information advances science and health
by providing access to biomedical and genomic information.

BLAST
The Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) finds regions of ...

PubMed
PubMed comprises more than 27
million citatiens for biomedical

Nucleotide
The Nucleotide database is a
collection of sequences from

Mas resultados de nih.gov »

Gene
A portal to gene-specific content
based on NCBI's RefSeq project

Protein
The Protein database is a collection
of sequences from

Resources
A centralized page providing access
and links to resources

Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica - Wikipedia, la ...
https:#/es.wikipedia.org/wiki’Centro_Nacional_para_la_Informacion_Biotecnoldgica v

El Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica o National Center for Biotechnology
Information (NCBI) es parte de la Biblioteca Nacional de Medicina

National Center for Biotechnology Information - Wikipedia

Centro Nacional para la

Informacion
Biotecnologica

Empresa

iciar sesién

El Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica o Mational Center
for Biotechnology Information es parte de la Biblioteca Nacional de
Medicina de Estados Unidos, una rama de los Institutos Nacionales de

Salud. Wikipedia

Fundacion: 4 de noviembre de 1988

Renuncia de responsabilidad

Paso 2: Entrar al sitio y seleccionar la opcidn “nucleotide”.
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Paso 3: Buscar el ADNmt de las especies de interés con el numero de acceso
(GenBank) obtenido de Kesmen et al., 2009.

Nucleotide N

ion,

is gallopavo

Nucleotide Nucleotide v |||

‘Advanced
GenBank ~
Sus scrofa mitochondrion, complete genome
GenBank: AF034253 1
EASTA  Graphics

Goto

Locus AF034253 16613 bp  DMA  circular MAH 26-3UL-2016
DEFINITION Sus scrofa mitochondrion, complete genome.

ACCESSION  AF034253

VERSION  AF034253.1
KEVWORDS .
SOURCE mitochondrion Sus scrofa (pig)

ORGANISM Sus scrof
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrats; Euteleostomi;
Mammalis; Eutheria; Laurasiatheris; Cetartiodactyla; Suina; Suidae;
Sus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 16613)
AUTHORS  Lin,C.S., Liu,C.Y., WuyH.To, Sun,Y.Le, Chang,L.C., Yen,N.T.,
Yang,P.C., Huang,M.C. and Meo,S.3.
TITLE  SSCP anslysis in the D-loop region of porcine mitochondrial DNA as
confirmed by sequence diversity
JOURNAL 3. Anim. Breed. Genet. 115 (1),
REFERENCE 2 (bases 1 to 16613)
AUTHORS  Lin,C.S., Sun,Y.L., Liu,C.Y., Yang,P.C., Chang,L.C., Cheng,I.C.,
Mao,5.3. and Huang,
TITLE  Complete nucleotide sequence of pig (Sus scrofa) mitochondrial
genome and dating evolutionary divergence within Artiodactyla
JOURNAL  Gene 236 (1), 107-114 (1999)
PUBHED 10433971
REFERENCE 3 (bases 1 to 16613)

73-78 (1998)

Paso 4: Se descarga cada secuencia de ADN como lo indica la siguiente figura.
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DEFINITION Gallus gallus mitochondrial genome.
ACCESSION ~ X52392
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cytochrome b; cytochrome oxidase; cytochrome oxi it T
cytochrome oxidase subunit IT; cytochrome oxidase subunit IIT; NADH
dehydrogenase; ribosomal RNA; transfer RNA; transfer RNA-Ala;
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RNA-GLn; transfer RNA-Glu; er RNA-Gly; transfer RNA-His;
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RNA-Val.
SOURCE mitochondrion Gallus gallus (chicken)
ORGANTSM Gallus gallus
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TITLE  Sequence and gene orgenization of the chicken mitochondrial genome
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Paso 5: Ahora se busca en Google “Primer Quest Tool” para disefiar los primers.

Go gle Primer quest tool 4 Q

Todo  Videos  Imagenes  Shopping  Noticias ~ Mas  Preferencias  Hemramientas

Cerca de 12,700,000 resultados (0.43 segundos)

PrimerQuest Tool | IDT - Integrated DNA Technologies
https:/iwww.idtdna.com/Primerquest » Traducir esta pagina

Pase your sequence into the Textbox: Add up to 50 sequences in FASTA format: Sequence length must
be greater than 80 bases; PrimerQuest accepts only

PrimerQuest Tool | IDT Order from PrimerQuest Tool

PrimerQuest Tool ... 80 bases: PrimerQuest Tool. Assay Design ... In

PrimerQuest accepts only order to export results you

Primer Design Tutorials From basic to highly ...

PCR and gPCR Primer Design Tool: From basic to highly ... The

Tutorials with PrimerQuest PrimerQuest Tool provides ... in

PrimerQuest® Tool: From ... How to Design PCR Primers
Tool: From basic to highly ... The How to Design PCR Primers for

PrimerQuest Tool provides ... in Multiple Genes with

Mas resultados de idtdna com »

OligoAnalyzer Tool - Integrated DNA Technologies
https:#iwww.idtdna.com/calc/analyzer + Traducir esta pagina

Gene Expression. PrimerQuest Tool - Realtime PCR Tool - Predesigned qPCR Assays - PrimeTime
Multiplex Dye Selection Tool

Oligo Design and Analysis Tools - IDT - Integrated DNA Technologies

i hinasss it rinn naminniinninl = Tendunic ol DAGING

psi/fwww.idtdna.com/Primerquest ncluding et PrmerQues Tool Alne

Paso 6: Una vez en la pagina se inserta la secuencia completa de ADNmt de las
especies de interés, para posterior mente seleccionar la opcidon PCR 2 primers.

PrimerQuest Tool

Assay Design | Resuts E Meleagris gallopavo: Bloc de notas = & EN
Archive Edicion Formato Ver Ayuda
>g1|157928635| gb| EF153719.1| Meleagris gallopavo mit ~

S equence E n‘try AACTCGGCAAATTAAAGACCCGACTGTTTACCAAAAACATAGCCTTCAGCGA
CAAACATTGTGGGCCCTTTTGGTCTACTTCAACCCATTGCAGACGGAGTAAA

~ Enter sequence(s) manually

CTTTGGATCGCATTTGGTTATGGCTCTTCCACCT TCOCGGT TATTTAGTGAATGCTTGT
CGGACATATTTTTGCTAATTTTCACTTCCTCTATTTTCCCAACAAAACCAGGAAATTACCCACATTTTTT
TTTTTATTTTTITTTAATTTTTTTTTTATTTTTTAAAAT CATTTTTAAAAAACTAAATTACATTTAAATT
CCCCGCATAAAACCCCACAAACAATAAAAACGTTTCGTTTAATATATACATATATTTTTTTTTGCTATTT
TTATTAGAGAAACCCCCCTACCAAACCTATCATTCCTAAAAACAAAAATTGCACAGCACAAAACTCCACG
AACAAACATTATTTATATTAACAATTAACAAACAGCTAAATTCTCCTACTACCAACA

ACACCTCATACATCAACACCTGAGCCCTTCTCCTAACACTACTTGCTACATON

Sequence Name Meleagris gallo-pavo Clear Sequence Entry

» Download sequence(s) using Genbank or Accession ID

» Upload sequences in an Excel file

Show Custom Design Parameters
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Paso 7: Se seleccionan los primers (Frontal-reverso) considerando el GC%, Longitud
y Tm, asi como la longitud de amplificacion.

start Stop  Length Tm  GC%
Amplicon Length: 886 Forward 9312 9834 2 62 50
View Assay Details Reverse 10455 10478 23 82 478

Set 3 gallus gailus

Start Stop Length
Forward 8928 8950
Reverse 9141 9163

Set 4 gallus gailus

start Stop  Length Tm  GC%

Amplicon Length: 549 Forward 10441 10462 21 82 475

View Assay Details Reverse 10062 10990 2 82 455
Set 5 galius gailus

start Stop  Length Tm  GC%

Amplicon Length: 754 Forward 14441 14461 20 82 50

View Assay Details Reverse 15173 15195 2 8 50

Paso 8: Revisar Harpin para cada primer el cual nos indica la temperatura a la que
se forman orquideas, y el Blast para similitudes 100% de coincidencia con la
especie de interés.

Meleagris gallo-pavo ‘

General Information

# Bases 22
Run Date: 10/22/2017 6:20:07 PM
CCTACCACATAGTTGACCCAAG Nucleotide Type: DNA v Sequence Type:|linear v

Temperature Max Foldings

25 °C 20

Na Concentration Start Position

50 mMm

Mg Concentration Stop Position

A
0 mm

Suboptimality

poae

Structures

Structure Name 9 AG (kcalmole™)  [Tu (°C) AH (kcal. mole™) AS (cal.K-Tmole”Ty output
1 0.31 193 6259

2 -26 -87.04

"Note dNTP Concentration is not taken into account.
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
Tt Alignments o
Description S’ﬁ::; JCD:; ?::3 vaIEua Ident Accession
leleagris gallopavo strain Nicholas mitochondrion, complete genome 441 441 100% 0.025 100% qil3233868341JF275060 1
leleaqris gallopaw lete genome 441 441 100% 0.025 100% qil157928635|EF153719.1
Meleagris gallopavo NADH d subunit 2 (ND2) gene, complete cds; mitachondrial gene for mitoc! product 441 441 100% 0.025 100% qil14276270|AF222556 1
PREDICTED: Elaeis quineensis uncharacterized LOC105056388 (LOC105056388). transcript variant X3, mRNA 362 362 B81% 61 100% qil1130643604|XM 0109385672
PREDICTED: Elaeis quineensis uncharacterized LOC105056388 (LOC105056388). transcript variant X2, mRNA 362 362 B81% 61  100% qil1130643603|XM 0109385652
PREDICTED: Elaeis quineensis uncharacterized LOC105056388 (LOC105056388). transcript variant X1, mRNA 362 362 B81% 61 100% qil1130643602[XM 0109385642
Meleagris ocellata m ion, partial genome 362 362 100% &1 95% qi1000232842|KU094576.1
362 362 81% 61 100% qil689079041ILL585007.1
Stronaylus vulgaris genome assembly S vulgaris Kentucky. scaffold SVUK scaffold0017166 362 362 81% &1 100% qil6368051831LM230314.1
Rhesus Macague BAC CH250-320G22 () complete sequence 36.2 362 81% 61 100% qil1168758701AC191826.3
Diretmoides veriginae DNA, complete genome except for D-loop 36.2 362 100% &1 95% ail25005303)AP004426.1
Lupinus anqustifiorus cultivar Tanil chromosome LG-04 342 342 77% 24 100% qil1239725805|CP023116.1
Homo sapiens contactin 5 (CNTNS). RefSeqGene on chromosome 11 342 342 77% 24 100% Ql1027250671ING 047156.1
Verruconis gallopava hypothetical protein partial MRNA 342 342 77% 24 100% @i1022730047|XM 016352754.1
Drosophila yakuba un protein, transcript variant C (DyakiGE 10049). MRNA 342 342 77% 24 100% gQU9695174681XM 015197493.1
Drosophila yakuba un protein, franscript variant B (DvaK\GE10049), mRNA 342 342 77% 24 100% qi9695164881XM 0020889782
Uncultured candidate division Zixibacteria bacterium Rifie 16ft 4 minimus 38126 genomic sequence 342 342 77% 24 100% qU8745765231KT007017.1
Ovis canadensis isolate 43U chromosome 14 seguence 342 126 B1% 24 100% gi850489142ICP011899 1
Apteryx australis mantelli genome assembly ApthMant0. scaffold scafiold100 342 342 Ti% 24 100% qil8403240831LK391417 1
Apteryx australis mantelli genome assem ptMant0, scaffold scaffold32 342 102 7% 24 100% qil8400091271LK0B4546 1

Paso 9: Una vez corroborada cada una de estas informaciones, se toman las
caracteristicas de primers reverso y frontal de cada especie como se muestra en la

siguiente figura.

Back to Resuits
Parameter Set: General FCR (Primers only)
Sequence Name: Meleagris gallo-pavo
Amplicon Length: 515

Start Stop Length
Forward CAATCTCCCTACTGCCCATAAC (Sense] 5008 5030 22
Reverse  CTAAGTGCTGTGCCGACTATAC (AntiSense! 5501 5523 22
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Paso 10: Por ultimo, con el programa bioinformatico “Sequencher” se corroboran
las secuencias de primers creando un nuevo archivo en el cual se selecciona el
ADNmt de cada especie y se insertan y ensamblan los primers para asegurarse de
gue sean los adecuados.

1) Sequencher - [Contig[0001]] -0

[AACGRARAATCTATTT

TICATTGQECC

CGAABATCTATTTGCCTCTITCAT

Ts070 Tsoeo Tsoao Ts1o0 Ts110 Ts120 Ts1s0 Tsis0 Tsiso
GCCCAGAATCAAYYGAACTCARARCTCAARAACATAGCACCCCTTGAGARATAAARTGARCGARARTCTATTTGCCTCTTTCATTGCCCCYACGR

HiJeizeeses st |50 Tsoso Tsoso Tsoso Taoso
TTTTATTCCARCTARARATCTCAAACTACTCATACCCAGCRA

Paso 11: Después de disenar los primers frontal y reverso, se hace el calculo de la
Tm de cada uno de ellos con la siguiente ecuacién:

Tm=[(G+C)4]+[(A+T)2] -5

En la cual se sustituye el nUmero de guaninas, citosinas, adeninas y timinas de cada uno de
los primers frontal y reverso de cada una de las especies.

‘ Especies Primer frontal Primer reverso
Gallus gallus domesticus GGAGCTAACCACAGCTACATAC =~ GGGTTGGATAAGCAGAGAGAAG
Sus scrofa domesticus ~ GCCCTCATAGCCCTACATATTC GGTTCCTAAGACCAACGGATAG
Boss taurus CGCCGGACTCTATTTCCTATTC TAACGAGTGCTATGTGGCTTAC
Meleagris gallo-pavo CAATCTCCCTACTGCCCATAAC CTAAGTGCTGTGCCGACTATAC
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Paso 12: Obteniendo asi la Tm de cada pareja de primers para posteriormente
sacar su promedio y tener la Tm del primer de cada especie.

Especie Tm primer frontal Tm primer reverso Tm promedio
Gallus gallus domesticus 61°C 61°C 61°C
Sus scrofa domesticus 61°C 61°C 61°C
Boss taurus 61°C 59°C 60°C
Meleagris gallo-pavo 61°C 61°C 61°C
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