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RESUMEN

La adulteracion con productos de menor precio 0 con sustancias no reportadas en
el etiquetado de un alimento representa no solo una violacién a la normativa
mexicana para alimentos sino también un riesgo para los consumidores. Si bien los
productos a base de carnes exéticas tales como la de ciervo rojo (Cervus elaphus)
no se considera un producto altamente consumido en México, este tipo de carne
presenta en su composicién un gran beneficio por su alto contenido proteico y bajo
en grasay debido a su alta concentracion en la zona centro del pais podria estar al
alcance de la poblacién, sin embargo su precio es una limitante para su consumo y
su venta. Las adulteraciones en productos de carne de venado donde la materia
prima principal implica un gran costo, suelen ser blancos de sustituciones completas
0 parciales por carnes menos costosas, como son el cerdo y bovino o pueden ser
adicionadas con proteina vegetal como la soya, para aumentar su aporte proteico
actuando como extensores de la carne. Informar al consumidor sobre las
adulteraciones en los productos asi como informar a las autoridades la falta de
legislacioén tanto para los productos como para aquellos que los venden es de suma
importancia. La técnica que presenta mayores ventajas para la identificacion de
adulteraciones es la técnica de PCR. En el trabajo dicha técnica se aplico en
muestras de productos de carne de venado obtenidas en el area metropolitana
logrando asi detectar adulteraciones con carne de cerdo y bovino en muchas de las
muestras, las cuales no presentaban un etiquetado correcto segun la norma, por el

contrario en ninguna de las muestras se identifico la presencia de soya.

Palabras clave: PCR, adulteraciones en productos carnicos, carne de venado.
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INTRODUCCION

Las adulteraciones en la industria alimentaria son hoy en dia una situacion que
muchas personas pasan por alto, el cambio de un ingrediente por otro de menor
calidad o precio en un producto, puede representar un riesgo para la salud de los
consumidores, asi como una violacion en la normativa que aplique para dicho
producto (Johnson, 2014). En el caso de los productos carnicos, las adulteraciones
se dan con el objetivo de disminuir el costo de produccién cuando uno de los

ingredientes tiene un alto precio (Everstine, 2012).

Existen otro tipo de adulteraciones como es el caso de la adicion de proteinas de
origen vegetal obtenida principalmente de leguminosas, una de las especies mas
utilizadas para estos casos es la soya, la cual es cominmente adicionada a
embutidos o productos elaborados con recortes de carne y que requieren de una
mayor estabilidad y aporte proteico, la adicion de proteina de soya esta permitido,
siempre y cuando se encuentre dentro de los limites permitidos e indicado en la
etigueta como lo marcan las normas NOM-051-SCFI y NOM-213SSA1

respectivamente.

A las proteinas de origen ya sea animal o vegetal usadas para sustituir la carne
original de un producto, se les denomina extensores (Andujar G. G., 2000) debido
a que permiten que la producciébn de carne que suele ser de mayor precio,
comparada con partes del animal tales como las visceras las cuales suelen ser de
menor precio, funcione para realizar una mayor cantidad de productos y le da un
mayor aporte nutrimental, este es el caso de las especies estudiadas en este

proyecto.

Una de las técnicas utilizadas que representa una mayor ventaja para la deteccion
de este tipo de adulteraciones, es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
debido al uso de ADN el cual no se ve afectado durante procesos a alta o baja
temperatura a la cual se someten los alimentos, asi como su alta sensibilidad y
selectividad lo cual permite la identificacion de las especies de interés (Druml, 2014).

La técnica de PCR consiste en la multiplicacion de un fragmento de ADN de alguna
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especie (Pérez, 2018), utilizando cebadores especificos para asi poder identificar

la presencia de dicha especie en un producto.
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CAPITULO I: ANTECEDENTES

1.1 CARACTERISTICAS DE LA CARNE

Segun la NOM-009-ZO0-1994 la carne es la estructura compuesta por fibra
muscular estriada acompafiada o no de tejido conjuntivo elastico, grasa, fibra
nerviosa, vasos linfaticos y sanguineos de aquellas especies autorizadas para el
consumo humano. Para que el musculo pueda ser consumido debe pasar por una
serie de transformaciones irreversibles tanto fisicas, quimicas y bioguimicas a las

cuales se les conoce como rigor mortis.

El rigor mortis inicia en la cabeza, cuello, miembros anteriores y posteriores y la
region dorsal, los musculos de estas partes se tornan inextensibles, los ejes 6seos
son dificiles de mover y la grasa se solidifica lo cual va a contribuir a la firmeza de
la carne, por otro lado el pH de la carne desciende notoriamente y todo esto sucede
debido a la falta de circulacién de sangre y oxigeno en los musculos provocando la
glucolisis anaerobia (Ramirez, 2009).

La glucdlisis anaerobia permite descomponer las moléculas de glucosa en acido
lactico sin la presencia del oxigeno, la acumulacion del acido lactico producido
durante esta via metabdlica se encarga del descenso de pH a valores cercanos a
5.4, esto provoca una inhibicion de las enzimas glucoliticas o del agotamiento de

las reservas de glucogeno (Ramirez, 2009).

Segun Ramirez, 2009 debido a la disminucion del pH, la capacidad de retencion de
agua serd menor en cuanto el masculo comience a presentar un pH cercano a 5.4,
por otra parte el color serd de un rojo mas intenso y habra menor contaminacién
microbiana. ElI pH acido activara las enzimas del lisosoma lo cual causara un
aumento de pH nuevamente a los valores iniciales, cercanos a 7, esto ayudara a un
aumento de la capacidad de retencion de agua haciendo la carne mas blanda y
jugosa. La figura 1 muestra los cambios fisicos que presenta la carne durante el

rigor mortis.
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p S.E Norma! DFD

Figura 1: Carne en las diferentes etapas del rigor mortis

Si se somete a la canal a temperaturas muy bajas antes del rigor mortis puede
provocar rigor de la descongelacion la cual se desarrolla al descongelar el musculo
provocando un acortamiento de hasta el 80% de la longitud original, también puede
presentarse el acortamiento por frio provocando endurecimiento después de la

coccion de la carne (Torrescano. G., 2008).

Todos los animales considerados aptos para el consumo humano pasan por las

transformaciones antes mencionadas para obtener carne apta para la alimentacion.

1.1.2 Importancia econémica de la carne en México

La carne ha sido desde hace muchos afios la principal fuente de proteina para la
alimentacion humana alrededor del mundo, existen diversos animales de corral y
silvestres los cuales son utilizados para consumo humano, sin embargo la zona y

cultura de cada pais repercute en las especies consumidas con sus habitantes.

Debido a la situacién econdmica que existe actualmente en México los animales de
corral como pollos, cerdos y bovinos son los que presentan una mayor produccién

de carne para consumo debido a su precio y facil adquisicion.
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Segun el atlas agroalimentario en el 2017 se obtuvo la siguiente producciéon de

carne mostrada en la figura 2.

Produccion de carne durante 2017
3,500
3,000
2,500
2,000

1,500

Miles de toneladas

1,000

500

Canal de ave Canal de bovino Canal de porcino

M Canal de ave Canal de bovino Canal de porcino

Figura 2: Grafico de la produccion de las carnes mas consumidas en México en 2017

A pesar de que las cifras presentadas anteriormente muestras una produccién alta
de carne dentro del pais, situandolo dentro de los primeros diez paises con mayor
produccion de carne de ave y bovino y en el dieciseisavo de carne de cerdo, esta
produccion no es suficiente para abastecer el consumo del pais, por esta razén se
importa carne de diferentes paises tales como Japén y Estados Unidos.
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1.2 CARNES CONVENCIONALES

Se considera como carne convencional a toda aquella proveniente de animales con
mayor consumo y por lo tanto mayor tendencia de produccion por lo menos en
México, siendo estas la carne de pollo, bovino y cerdo (Tercero, 2011). Siendo la
carne de bovino y cerdo aquellas de interés para el presente estudio debido a su

relacion con las adulteraciones en productos de carnes de venado.

A pesar de que las tres carnes mencionadas anteriormente son de gran importancia
para la economia de México como para la alimentaciéon de la poblacién, a
continuacion se describirdA mas a detalle la carne de bovino y cerdo por su
importancia para el desarrollo de este proyecto.

La carne de bovino debe presentar un color rojo debido a la presencia de
mioglobina, pero puede variar segun la raza, la alimentacion, el ejercicio o el
ambiente donde se encuentra el animal, esto se puede observar en la figura 3
(IPCVA, 2018)

Segun las estadisticas reportadas en el
2015 la carne de bovino es una de las tres
carnes mas consumidas en México con un
consumo nacional de 1,858 toneladas en
ese afo de las cuales el 48.23% es de

produccion nacional y el 51.77% es

importada principalmente de Estados
Unidos (Merlo, 2016) Figura 3: Corte de carne de bovino

En el cuadro 1 se puede observar la composicién de la carne magra de bovino por
cada 100 g la cual presenta una cantidad baja en grasas y alta en proteinas lo que

la hace un alimento importante dentro de la dieta humana.
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Cuadro 1: Composicién quimica de carne de bovino magra

Carne Agua Proteinas Grasas Cenizas Calorias
(kJ)
Bovino 75 22.3 1.8 1.2 485
magra
(FAO, 2007)

Otra de las caracteristicas que hacen a la carne de bovino un alimento altamente
consumido en el pais, aparte de su aporte nutricional, es el precio en que se
encuentra en el mercado para los consumidores, segun el analisis hecho por el
gobierno de la Ciudad de México en promedio la carne de bovino tiene un precio de

$70.00, pero este puede llegar a variar segun la zona del pais.

La carne de cerdo es otra de las especies de interés para el presente proyecto,
dentro de esta categoria entra toda la carne obtenida de animales porcinos las
cuales tienen diferente contenido de macronutrientes segun la edad de su sacrificio

asi como su alimentacion (Valero, 2010).

De acuerdo a las estadisticas la carne de
cerdo es la segunda mas consumida en
todo el pais, esto en el 2015, con un
consumo nacional total de 2,344
toneladas en ese afio del cual el 38.61%
es de produccion nacional y el resto es
proveniente de paises como Japoén

principalmente (Merlo, 2016).

Figura 4: Corte de carne de cerdo

En cuanto a composicion las carnes de cualquier animal de abasto suele tener
porcentajes muy similares, dependiendo del corte que se consuma la carne de cerdo
suele considerarse con mayor aporte de grasas lo cual puede observarse en la
figura 4 donde se muestra claramente una mayor cantidad de grasa que en la carne

de bovino, es por ello que muchas veces se utiliza para ciertos productos que
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requieres del aporte graso, en el cuadro 2 se muestra la composicion de la carne de

cerdo por cada 100g.

Cuadro 2: Composicion quimica de carne de cerdo magra

Carne Agua Proteinas Grasas Cenizas Calorias
(kJ)
Cerdo 75.1 22.8 1.2 1.0 469
magra
(FAO, 2007)

Al igual que la carne de bovino, el precio de la carne de cerdo es relativamente bajo
y se encuentra al alcance de la mayoria de la poblacion, este dependera igualmente

del corte que se consuma pero en promedio se encuentra en $65.00.
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1.3 CARNES EXOTICAS

Una de las categorias en las cuales se pueden clasificar las carnes es en carnes
exoticas 0 no convencionales, las cuales se definen segun la FAO como aquella
carne o subproducto de animales salvajes, fresca, refrigerada o congelada, algunas
de las especies que se consideran salvajes y las cuales se utilizan para consumo
son avestruces, caracoles, conejos, emues, faisanes, jabalies, leones, venados, etc.
(Navarro, 2010).

Es posible definir también a las exdticas como aquellas procedentes de animales
de caza, sin embargo pueden entrar dentro de esta categoria animales que no son
silvestres pero por no ser tradicionales son consideradas carnes exoticas (Skewes,
2001).

Una de las carnes exoéticas mas comunes es la de ciervo tanto en otras partes del
mundo como en México por su alta distribucién, a continuacién se desarrollara mas

el tema.

1.3.1 Carne de venado

El venado es un mamifero rumiante salvaje y herbivoro; los machos se caracterizan
por tener un par de cuernos estriados y es considerado de la fauna silvestre
mexicana mas apreciada por su valor estético, cultura, cinegético y econdémico
(Asiccaza, 2018).

El peso corporal de los venados varia segun la subespecie, teniendo un peso
aproximado para los machos adultos de 80kg y para las hembras de 65kg (Schilling,
2003) dependiendo de la subespecie, esa caracteristica dictara el uso que se la da

a cada una de ellas.

Su principal importancia es el uso de la especie como trofeo cinegético, es fuente

de caceria de subsistencia ademas de la produccion en cautiverio para la obtencion

10
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de carne para consumo humano, asi como el uso de la piel para la industria peletera
(Gallina S. M., 2015).

Los venados se encuentran presentes desde hace miles de afos, sin embargo el
nimero de especies ha disminuido debido a los cambios climéticos y en el
ecosistema, no obstante sigue siendo un animal muy importante tanto para

consumo alimenticio, cultural y de caza (Retana, 2015).

En América se encuentran el 13.2% de los venados en el mundo (Gallina S. vy.,
2009). En México existen catorce subespecies de venado de las cuales las mas
importantes por su gran presencia son las siguientes: cola blanca (Odocoileus
virginianus), buro (O. hemionus), ciervo rojo (Cervus elaphus) y temazate rojo (M.
pantora), en la antigiedad las cuatro especies de venado se encontraban
distribuidas en todo el territorio mexicano, sin embargo en la actualidad debido a los
cambios del medio, ha disminuido notoriamente tanto el nUmero de animales por
especie, como las areas donde se encuentra, siendo la zona centro del pais donde
mas se concentra la subespecie de ciervo rojo (Instituto de Ecologia, 2004), y la

gue se utiliza para consumo humano por la cantidad de carne obtenida de este.

Figura 5: Ciervo rojo macho, adulto

11
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Una de las actividades con mayor importancia del aprovechamiento de los venados
es el consumo de su carne para la alimentacion humana, esto debido a su bajo
contenido de grasa intramuscular y por ello de bajo colesterol, la carne de venado
suele ser producida en criaderos o granjas especializadas destinadas a la cria de la
especie para el consumo de su carne esto con el fin de obtener una carne con mayor

calidad debido a la alimentacion que se le da al animal (Asiccaza, 2018).

La carne de venado principalmente de ciervo rojo el cual puede observarse en la
figura 5, por ser aquella especie con mayor presencia en nuestro pais y por la
cantidad de carne obtenida a partir de esta subespecie, es en la que se basa este
proyecto; la carne de ciervo posee un contenido bajo de colesterol y suele ser magra
sin importar el corte que se consuma, en el cuadro 3 se puede observar el contenido

nutrimental de dicha carne tanto cocida como cruda.

Cuadro 3: Composicion quimica de la carne de ciervo

Agua Energia Proteinas Grasa Cenizas Colesterol

(%) (Kcal) g total g mg
g

Venado 73.57 120 22.96 2.42 1.16 85
(carne
cruda)
Venado 65.23 158 30.21 3.19 1.52 112
(carne
asada)

(Menchu, 2007)

Como se puede observar en el cuadro anterior la carne de venado cuenta con una
alta cantidad de proteinas lo cual representa un beneficio para aquellos que la
consuman, asi como un bajo contenido de grasa y muestra un contenido de
colesterol parecido al de carnes provenientes de otros animales, estas pueden ser
caracteristicas que llamen la atencion del consumidor al buscar alimentos que sean

ricos en los nutrientes necesarios para el cuerpo y que tengan la menor cantidad de

12
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aguellos se cree que son dafiinos. Su pH es de 5.67 siendo un alimento basico como

otros productos céarnicos (Gonzalez, 2010).

La carne de ciervo es de un color rojo oscuro,
esto debido a la alta concentracion de
mioglobina, hierro y cobre que posee, lo cual
puede verse claramente en la figura 6.
Cuando el ciervo del cual proviene la carne
es de criadero su sabor es mas suave y
presenta mayor terneza. Se considera un

ciervo apto para el consumo de su carne

cuando este alcanza los dos afos de edad ya

Figura 6: Corte de carne de ciervo

gue la calidad de la carne suele ser mayor
(Secretaria de Agroindrustria, 2016).

1.3.2 Distribucion e importancia economica del venado

Los venados pueden habitar diversos ecosistemas del planeta con distintas
vegetaciones tales como bosques templados y tropicales, pastizales templados,
chaparrales, desiertos, bosque tropical caducifolio y matorrales; el habitat del ciervo
rojo esta dado por la disponibilidad de alimento, agua, cobertura vegetal y espacio
asi como del tamafio de la poblacién y la carga del ecosistema donde se encuentren
(SEMARNAT, 2007).

Uno de los paises que se distingue por su produccion y comercializacion de venado
es Nueva Zelanda, donde se aproxima cuentan con 30000 cabezas de venado en
300 haciendas, este pais también es reconocido por la exportacion de la carne de

venado cazado en estado salvaje y domeéstico (Krostitz, 2009).

En muchas partes de Europa se acostumbra desde hace muchos siglos a contar

con venados en cautiverio para abastecerse de la carne facilmente, ejemplo de ello

13
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es Suecia que cuenta con 1000 ciervos y la Republica Federal de Alemania la cual
fomenta la cria de venados para su comercializacion, debido a la gran demanda no
solo de la carne de venado sino también de las cornamentas, pieles, etc. el precio
de los animales en estas regiones ha aumentado, costando un aproximado de 6.5-
8 délares el kilo de carne fresca, aumentando también su exportacidén a paises de
Europa (Krostitz, 2009).

El venado es considerado importante recurso tanto natural como econdémico en
México y el mundo, en los ecosistemas los venados influyen en el establecimiento,
reproduccién, composicion y estructuras de comunidades vegetales asi como en el
flujo de nutrientes, forman parte de la cadena alimenticia para muchos animales

carnivoros de talla grande (Lara, 2011).

Debido a la facil adaptacion a todos los ecosistemas del venado, este se encuentra
distribuido a lo largo de toda la republica mexicana, en especifico el ciervo rojo la
especie de interés para este estudio, se encuentra principalmente en la zona centro
y oeste del pais, siendo Michoacan y el estado de México los estados con un mayor
namero de UMA intensivas (Gallina S. y., 2009).

Las Unidad de Medida y Actualizacion (UMA) se definen como los predios o
instalaciones registradas que operan conforme a un plan de manejo aprobado y que
cuenta con un seguimiento permanente del estado de habitat y de los ejemplares
ahi distribuidos (SEMARNAT, 2005).

14
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En la figura 7 se puede observar cdmo era la distribucién del ciervo rojo, siendo esta
la especie de interés para consumo humano debido a la cantidad de carne obtenida,
en México y se demuestra cOmo existen cantidades variables segun la region:
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Figura 7: Mapa de distribucién del ciervo rojo en México (Gallina, 2009)

Existen diversos estudios realizados por las diferentes instituciones de gobierno
dedicadas a la proteccion y aprovechamiento de las especies que nos indican cual
es la cantidad de venados presentes en cada uno de los estados, esto se muestra
en la figura 8, en la cual se puede ver nuevamente que la parte centro del pais es

aquella donde mayor numero de esta especie hay.
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UMAs intensivas con ciervo rojo
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Figura 8: Grafica del numero de UMA en cada estado de la Republica Mexicana (Gallina,
2009)

Los datos presentados en las figuras anteriores representan la cantidad de UMA
intensivas del ciervo rojo el cual es la especie de interés, esto se refiere a los lugares
registrados en los cuales habitan dichos ejemplares y que se encuentras en
cautiverio (SEMARNAT, 2010)

Si se observan las figuras antes presentadas sobre la presencia y distribucion del
ciervo rojo en nuestro pais se puede determinar que podria ser una especie de suma
importancia econdmica si se explotara adecuadamente. México podria aprovechar
las caracteristicas del territorio para la produccion de la carne de venado (Martinéz,
2015) y que en otros paises suele ser mas frecuente su consumo por motivos de

cultura o economia.

16
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1.4 PRODUCTOS CARNICOS

Segun la NOM-123- SSA1-2018 se
considera a un producto carnico
procesado a aquellos elaborados con
carne,
comestibles provenientes de
mamiferos o aves, con adicién o no

de otros ingredientes o aditivos y que

visceras, grasa y partes

Figura 9: Productos carnicos a base de diversas
pueden someterse a procesos de ., es

coccion, curacion, desecacion,

maduracion, salado, marinado, etc. La figura 9 muestra algunos ejemplos de

productos carnicos, como embutido, carne molida, etc.

De acuerdo a esta definicion existe una clasificacion para estos productos.

a)

b)

Productos céarnicos cocidos: son aquellos productos los cuales estan
procesados sometidos a procesos térmicos.

Productos céarnicos cocidos listos para consumo: son sometidos a
tratamientos térmicos que alcanzan los 70°C o a temperatura que garantice
la destruccién de microorganismos patdégenos y no requiera de tratamiento
térmico por parte del consumidor. Ejemplo: jamén, salchicha, mortadelas y
pates.

Productos carnicos crudos: productos procesados pero que no fueron
sometidos a un tratamiento térmico.

Productos céarnicos crudos listos para consumo: aquellos procesados
crudos pero que fueron sometidos a maduracién o secado que garantice la
inocuidad del producto. Ejemplo: jamoén serrano, carne seca, pepperonni.
Productos céarnicos crudos no listos para consumo: son productos
procesados pero que requieres de un tratamiento térmico previo a su
consumo. Ejemplo: hamburguesas, chorizos, arracheras marinadas,

longanizas.
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Segun la definicion y clasificacion de los productos céarnicos, en el mercado se
encuentra una gran variedad de estos principalmente hecho a base de carnes
convencionales, sin embargo es importante mencionar que dentro de estas
categorias también entran los productos hecho a base de carnes exéticas en los
cuales se centra este proyecto, principalmente los elaborados con carne de

venado.

1.4.1 Productos a base de carne de venado

El ciervo rojo puede ser utilizado para diversas actividades, dentro de estas se
encuentra la comercializacion de piel y de su cornamenta con fines cinegéticos, pero
una de las actividades mas importantes y de interés es la venta y uso de su carne
para consumo humano, ya sea la carne fresca o en la elaboracién de productos.

La carne de venado puede ser comercializada en diferentes presentaciones y tanto
su costo como sus propiedades organolépticas variaran segun la parte del animal
gue se use como materia prima, como en otros animales de consumo humano
existen diferentes cortes igualmente dependiendo de la parte donde se extraiga, los

cuales se muestran en la siguiente tabla:

Cuadro 4: Cortes provenientes del venado

PRODUCTO PARTE DEL VENADO DE DONDE
POVIENE
Cuello Cuello, cerca de la cabeza
Lomo Lomo terminar el cuello
Cintade lomo Lomo
Paleta Inicio de patas delanteras
Solomillo Final del lomo, cerca de la cola
Pierna Pierna trasera
Osso-bucco Pata

(Catedral de la caza, 2018)
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Con los cortes de carne que se pueden obtener del venado mostrados en el cuadro
4 es posible la obtencion de productos carnicos, sin embargo no es frecuente la
comercializacion de estos debido al bajo consumo de esta carne y de su alto precio.

Existe una gran variedad de productos ya procesados a base de carne de venado
de sus diferentes partes, estos pueden ser embutidos como la cecina, salchichén,
chorizo, morcillo, paté; o de forma mas comin en el pais es consumido en
hamburguesas o en platillos tradicionales como mixiote. Algunos ejemplos se de

productos de carne de venado se muestran en la figura 10 y 11.

Figura 10: Salchicha de carne de venado Figura 11: Cecina de venado

Como se puede observar existe una gran variedad de productos tanto frescos como
procesados, donde se utiliza como materia prima la carne de venado; estos
productos suelen comercializarse en tiendas especializadas o por internet debido a
esto y a su precio el cual suele ser elevado, su consumo en la dieta diaria no es
comun. El venado ha sido un elemento vital en la alimentaciones de muchas
comunidades indigenas de América desde hace muchos afios he aqui la

importancia de estos productos (Molina, 2002).
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1.5 ADULTERACIONES EN PRODUCTOS CARNICOS

Segun el articulo 206 (LGS) se considera adulterado un producto cuando su
naturaleza o composicién no corresponden con aquellas con que se etiquete,
anuncie, expenda, suministre o si no corresponde a las especificaciones de su

autorizaciéon (Cofepris, 2018).

El Codex Alimentarius marca la existencia de un término para describir a las
adulteraciones en alimentos que son realizadas de manera intencional, con el fin de
obtener una ventaja econémica y son las AEM, adulteraciones econémicamente
motivadas o fraude alimentario; esta consiste en la sustitucion, dilucion, simulacion,
alteracioén o falsificacion deliberada sobre un producto con el propésito de obtener
una ganancia econdmica, todo esto sin presentar una declaracion adecuada de los

ingredientes en la etiqueta del producto.

Si bien este tipo de adulteraciones en los alimentos puede representar un riesgo
para la salud de aquellos consumidores que presenten alergias a ciertos
ingredientes, habitualmente no es esta la intencidon de los productores o de las
personas que llevan a cabo el fraude. Algunos ejemplos de este tipo de
adulteraciones es la sustitucidén de aceite de oliva con alguno menos costoso o la
venta de carne de caballo como carne de bovino (Codex Alimentarius Commission,
2017).

Todos los alimentos son susceptibles a presentar adulteraciones, aquellos con
ingredientes de alto valor econémico o de dificil adquisicién suelen presentar
fraudes mas cominmente, asi como aquellos productos compuestos por diversos
ingredientes y donde puede ocultarse facilmente aquellos que no son deseados,
este es el caso de las adulteraciones en productos carnicos las cuales pueden ser

las siguientes (Espinoza, 2015):

a) Sustitucidon de ingredientes: cundo la materia prima de un producto es
remplazada por otra de diferente naturaleza y es una de las adulteraciones

mas comunes en productos cérnicos.
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b) Adicién de sustancias no permitidas: eso basado en la legislacion de
cada pais y de aquellos ingredientes que estan permitidos y las cantidades
respectivamente.

c) Fraudes relacionados con aspectos sanitarios: la produccion de
alimentos ante una seguridad sanitaria depende de las autoridades, es por
ello que se establece una legislacion para la produccion de alimentos
seguros para su consumo.

d) Fraudes relacionados con aspectos legales y religiosos: uso de
ingredientes para la elaboracién de productos que no se permite su consumo

en ciertas regiones de los paises debido a su religion.

A continuacion se describiran los dos tipos de adulteraciones en productos carnicos
gue pueden estar presentes en los productos de carne de venado y que son de

interés para este proyecto.

1.5.1 Sustitucion de ingredientes

La sustitucion de un ingrediente en los productos suele ocurrir cuando uno de los
componentes tiene un precio elevado o es de dificil adquisicion, es por ello que los
productores deciden utilizar en su lugar ingredientes con caracteristicas similares o

gue puedan conferirle al producto ciertas caracteristicas por un menor precio.

Si bien la sustitucion de ingrediente por otro de menor valor no representa un riesgo
directo para la salud del consumidor, si dicha sustitucion no se da a conocer en el

etiquetado del producto, esto se refiere a un fraude alimentario.

La carne de venado puede variar de precio segun la region, la subespecie, la calidad
de la carne o el corte, segun (Martinez, 2014) el precio por kilo de la canal de venado
se encuentra entre los $130.00 y los $180.00 y tomando como referencia los precios
durante la obtencién de las muestras para este proyecto, si se compara con carnes
convencionales como el bovino y el cerdo que se encuentran en un precio
aproximado entre $50.00- $70.00 segun estudios del Gobierno de la Cd. de México

la diferencia suele ser muy amplia.
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Por esta razén es comun encontrarse con estudios referentes a la presencia de
carnes de menor valor econémico en productos realizados con carnes exaticas,
como lo es la de venado, con el fin de obtener una ganancia econémica para el

productor.

Segun el estudio realizado por Druml en el 2014 donde se encontré adulteraciones
en productos de carne de venado en la zona de Austria, es comun la sustitucion de
esta carne por carne de cerdo y bovino no solo por su evidente diferencia de precio

Si No por sus caracteristicas organolépticas y composicion quimica.

En los cuadros 1, 2 y 3 presentados anteriormente se puede observar la
composicion quimica de la carne de bovino, cerdo y venado respectivamente, donde
las cantidades de proteina son muy similares entre ellas al ser de origen animal, sin
embargo la cantidad de grasa es mayor en la carne de bovino y cerdo que en la de

venado, muchas veces esta caracteristica se busca para la mejora de los productos.

Por otro lado la similitud de las caracteristicas organolépticas de la carne de bovino
y venado, como su color rojizo y sabor intenso pueden ser causas para pensar en

una adulteracién con esta carne.

La omision de los ingredientes presentes en un producto en el etiguetado puede
provocar consecuencias en personas alérgicas a ciertos ingredientes o que su

religion no les permita su consumo.

1.5.2 Adicion de sustancias no permitidas

Existe una gran variedad de diferentes origenes, de sustancias las cuales se
adicionan a un producto para conferirle las caracteristicas deseables, sea en su
color, sabor, texturas, estabilidad, etc. Muchos de ellos esta prohibidos utilizarlos en
alimentos y otros cuentan con cantidades permisibles, esto segun la legislacion en

cada pais.

La soya en su estado original es un frijol de la familia de las leguminosas sin

embargo, este no se utiliza como extensor, existen derivados de la soya como el

22



UNAM | Ingenieria en alimentos

aislado, concentrado o la harina de soya los cuales suelen adicionarse para

brindarle ciertas caracteristicas a los productos.

Existe una diferencia entre los concentrados y los aislados de soya la cual se basa
en su contenido de proteinas, los concentrados proteicos de soya suelen contener
entre 52 a 65% de proteina, por otro lado los aislados suelen tener entre 85 y 90%
de proteina; pero en ambos casos para su obtencidon es necesario reducir los
factores antinutritivos de la soya, lo cual puede realizarse por dos métodos:

extraccion o fermentacion (FEDNA, 2018).

Cualquiera de los dos tipos de productos de soya antes mencionados son utilizados
en productos carnicos como extensores, por sus caracteristicas las cuales brindan

grandes beneficios, asi como su facil adquisicion, precio y su perfil de aminoacidos

Los extensores son materiales ricos en proteina a los cuales se les puede atribuir
propiedades funcionales como el aumento de la capacidad de retencion de agua,
emulsificacion de grasas y la formacion de geles, pero su uso no es siempre con el
fin de un beneficio econdmico sino también para obtener una mayor estabilidad o

efecto tecnoldgico en los productos (Andujar G. G., 2000).

La adulteracion de productos carnicos con proteina de soya no representa un dafo
aparente para la salud del consumidor, sin embargo, existe normativa alrededor de
las cantidades permitidas de esta proteina y superar estas cantidades o no hacerle
saber al consumidor por medio del etiquetado que la contiene representa un fraude
y para aquellas personas alérgicas a esta leguminosa su consumo puede traer

consecuencias para la salud.

Los productos de carne de venado debido a las caracteristicas de la materia prima
con la cual se realizan pueden ser adicionados con productos de soya como
concentrados y aislados para obtener productos con una mayor estabilidad y como
consecuencia secundaria, pero benéfica para los productores, un aumento en la

produccion con la misma cantidad de materia prima.
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1.6 ADULTERACIONES EN EL ETIQUETADO

Segun la NOM-051-SCFI/SSA1-2010 se define a una etiqueta como cualquier
rotulo, marbete, inscripcion, imagen u otro material descriptivo o grafico, escrita,
impresa, estarcida, adherida o sobrepuesta en el envase del producto preenvasado
0 en el embalaje del mismo. El etiquetado de un producto debe llevar ciertas
caracteristicas e informacion del producto con el fin de dar a conocer al consumidor

sobre aquello que esta consumiendo.

Una de las caracteristicas de mayor importancia en el etiguetado de un producto
son los ingredientes con los cuales fue realizado, segun la misma norma los
ingredientes son cualquier sustancia o producto, incluyendo aditivos, que se utiliza
en la preparacion o tratamiento de un alimento o bebida y esté presente en el

producto final ya sea transformado o no.

Es importante mencionar que es obligacién del productor poner una etiqueta con
contenido util y vocabulario entendible para todos los consumidores, asi como
declarar todos los ingredientes utilizados que constituyan mas del 5% del producto

final en orden decreciente incluidos los aditivos.

Como se mencion6 anteriormente la omision de un ingrediente en el etiquetado
puede representar un riesgo para aquellos consumidores con alergias a ciertos
alimentos, la NOM-051 indica ciertos alimentos y aditivos como la soya, que deben
especificarse ya que son alérgenos comunes, ya sea que estén dentro de la
composicién del alimento o que dentro de la planta se trabaje con dichos
ingredientes.

Si bien no existe una norma especifica para productos elaborados con carnes
exoticas, todos los productores tienen la responsabilidad de cumplir con la
normativa ya existente para los alimentos, la ausencia del etiquetad o la omision de
ingredientes utilizados en un producto representa un fraude alimentario, que no

permite a los consumidores seleccionar sus productos de manera adecuada.
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1.5 TECNICAS PARA LA IDENTIFICACION DE ADULTERACIONES

A lo largo de los afios debido a la presencia en los diferentes paises de estas
adulteraciones en los productos carnicos asi como en carne fresca, se han utilizado
diferentes metodologias para identificarlas y asi hacer del conocimiento de los

consumidores este tipo de fraudes. Algunas de estas técnicas son las siguientes.

» Electroforesis capilar

Técnica que combina aspectos de la electroforesis convencional y el HPLC, la
separacion esta basada en la migracion diferencial en un campo eléctrico sin la
presencia de un gel, la deteccion ocurre conforme se separa generando sefiales
detectadas por absorbancia UV, fluorescencia o espectrometria de masas, las
ventajas de esta técnica durante la autentificacion de productos carnicos radica en
las bajas cantidades de muestra necesaria, con este se pueden analizar proteinas,
DNA, RNA (Hernandez J. G., 2007).

» Espectroscopia infrarroja media por transformada de Fourier

Técnica ampliamente usada para el control de calidad, es un método rapido usando
poca cantidad de la muestra y sin dejar residuos. Se crean modelos quimiométricos
basados en la sefal infrarroja por transformada de Fourier de cada adulterante con
ayuda de su composicibn quimica para determinarlas en una muestra

simultaneamente (Hernandez M. M., 2008).

» Cromatografia de gases

Esta técnica se lleva a cabo en una columna donde la fase movil es un gas inerte y
la fase estacionaria es un sélido, estas columnas tienen una mayor capacidad de
separacion y puede ser usado para saber la composicion de un producto asi como

a presencia de ciertos componentes en este (UNAM, 2017).
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» ldentificacion de proteinas

En esta técnica se elige una proteina que sea especifica en el alimento y con la cual
se puede identificar la presencia de la especie de cual proviene dicha proteina, en
el ambito de la identificacion de adulteraciones en lacteos es ampliamente usada
dicha técnica (Chavez, 2018). Una de las desventajas del uso de proteinas como
una molécula a estudiar es que estads son susceptibles a la desnaturalizaciéon

durante procesos a altas temperaturas
» Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa consiste en una reaccion bioguimica,
catalizada por enzimas que imita al proceso de replicacion de las celular eucariotas,
en la cual a partir de un pequefio fragmento de ADN se obtienen multiples copias
las cuales pueden analizarse posteriormente (Garza, 2018), la ventaja de este
método es el uso de la molécula de ADN que no se ve afectada en productos
sometidos a altas o bajas temperaturas, es por ello que se seleccioné esta técnica
para la identificacién de adulteraciones en este proyecto, por lo que se describira

mas a detalle a continuacion.

26



UNAM | Ingenieria en alimentos
1.8 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

En 1981 el investigador Kary Mullis propuso un método que lograba multiplicar un
fragmento definido de ADN de forma in vitro sin la necesidad del uso de vectores y
su replicacion en bacterias, siendo este el método que revoluciono las técnicas
dentro de la biologia molecular, en poco tiempo esta técnica se utilizaba no solo
para investigacion sino también para diagnadstico clinico. Este fue llamado Reaccion

en Cadena de la Polimerasa o PCR por sus siglas en ingles (Costazar, 2004).

La reaccién en cadena de la polimerasa permite generar multiples copias de un
fragmento de DNA de alguna especie en especifico, siendo los fragmentos de DNA
complementarios y de cadena sencilla uno de los requisitos fundamentales para

llevar a cabo la reaccion, estos seran utilizados como cebadores (Pérez, 2018).

Acorde a Cortazar, 2004 esta técnica permite amplificar pequefias cantidades de
ADN millones de veces y el tramo a reproducir puede tener una longitud de
cincuenta a dos mil pares de bases. Al descubrirse esta técnica era un proceso
manual lento el cual requeria de trabajos complicados, pero cientificos como Cetus
comenzaron a buscar maneras de automatizar el proceso hasta llegar a lo que hoy

conocemaos.

La técnica de PCR se caracteriza por su alta sensibilidad, por lo que para su
aplicacion se requieren de muestras de ADN con pureza y concentracion muy
especificas, en el caso de la concentracion se recomiendan 60 ng/uL ya que con
esta concentracion se logra un numero adecuada de copias de ADN que permita su
andlisis o su posterior uso; en el caso de la concentracion de bases nitrogenadas
se debe obtener 1.7 a partir de la relaciéon 260/280, este dato da una idea de la

ausencia de contaminantes como lipidos o proteinas.
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1.8.1 Fundamento

Segun Mas, 2001 la PCR es una técnica in vitro que permite multiplicar secuencias
especificas de ADN presente en diferentes muestras biologicas de una forma simple
y rapida, obteniendo millones de copias. Este método se basa en la replicacion de
DNA de las células eucariotas realizada por la DNA polimerasa mediante la

repeticion sucesiva de un ciclo de tres pasos (Diaz, 2013).

La DNA polimerasa se encarga de realizar una sintesis de una cadena
complementaria de DNA en sentido 5’ a 3’ usando un molde de cadena sencilla
llamado primer, este fue tomado de la misma secuencia de DNA que se quiere

multiplicar siendo esta complementaria al amplificado (Mas, 2001).

1.8.2 Etapas de la PCR

Frecuentemente la técnica de PCR se describe en tres pasos caracteristicos que
describen las etapas por las que pasa el DNA para multiplicarse, teniendo cada una
de estas un numero de ciclos y condiciones acorde con las actividades que se

realizan en cada etapa, las cuales son las siguientes (Greif, 2018):

1. Desnaturalizacién: durante esta etapa la cadena del DNA diana se
desnaturaliza, separando sus dos hebras, esto se logra aumentando la
temperatura hasta 94°C lo cual asegura que todas las moléculas se separen
en una sola hebra para permitir los siguientes pasos.

2. Hibridacién: en esta etapa la temperatura disminuye hasta una temperatura
de hibridacion Tm la cual dependera de los primers seleccionados para
realizar la reaccion, esta disminucion permitird que los primers se unan al
DNA diana en una region especifica. Una vez unido el primer a la cadena
comienza la etapa ciclica donde se duplican los fragmentos producidos
usando como base los del ciclo anterior y siguiendo los pasos ya

mencionados.
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3. Extension: en esta Ultima etapa la temperatura de reaccién aumenta a 74°C,
la cual es considerada como la temperatura Optima para que la TAG

polimerasa actué.

A continuaciéon se muestra en la figura 12 como sucede a nivel molecular el

proceso durante la PCR en una cadena de ADN.
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Figura 12: Etapas de la técnica de PCR
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1.8.3 Componentes de la reacciéon

Para llevar a cabo la técnica de PCR se necesitan ciertos reactivos asi como
muestras bioldgicas que daran lugar a la reaccion y permitiran el multiplicado de la

cadena de DNA, estas son:

e DNA molde: este se extrae por medio de una técnica de algin organismo y
es el cual se quiere copiar, este puede ser nuclear, mitocondrial o de
cloroplasto segun sea animal o vegetal el organismo y debe contenerse en
la cantidad suficiente para poder ser usado para la técnica, la cual es
60ng/pL.

e Primers o cebadores: son oligonucleétidos cortos, de entre 18 y 30 pares de
bases, estos son complementarios a la cadena de ADN molde que se desea
amplificar. Para la PCR se utilizan dos primers cada uno complementario a
las dos hebras de ADN delimitando la regién a amplificar. Estos deben ser
especificos para la especie de interés (Greif, 2018). Los primers son uno de
los componentes que le dan la especificidad y sensibilidad a la técnica de
PCR, por ello es necesario considerar a la temperatura de hibridacion (Tm)
una caracteristica importante, la Tm indica la temperatura adecuada a la cual
los primers lograran unirse de forma complementaria al ADN molde.

e TAG polimerasa: enzima que interviene en la replicacion del DNA, estas son
capaces de adicionar los dNTP’s a partir del extremo 3’ del primer y copiar
una secuencia molde. Las TAG polimerasa sintetizan el DNA en direccion 5’
a 3’ (Greif, 2018).

e dNTP: estos son los nucledtidos libres en el medio, son tomados por la TAG
polimerasa para unirlos a las copias de la cadena complementariamente.

e Cloruro de magnesio (MgClz): este se encuentra normalmente con la enzima
TAG polimerasa comercial a una concentracion estandar y este actia como

GraRcatalizador y para darle a la enzima su completa actividad (Greif, 2018).
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1.8.4 Ventajas y desventajas de la PCR

Como todas las técnicas usadas en la biologia molecular y como tal para la

identificacién de adulteraciones que es el objetivo de este proyecto, la PCR cuenta

con ventajas y desventajas inherentes en su proceso, Si bien es necesario seguir

las recomendaciones cuando se realiza, esta puede llegar a presentar fallas, pero

también puede representar una técnica muy favorable para ciertos estudios.

Algunas de sus ventajas son (UNED, 2000):

Gran sensibilidad y especificidad, permitiendo la deteccion de ADN en
muestras de productos procesados a altas temperaturas.

Rapidez, copiado de segmentos de ADN en pocas horas con ayuda de
equipos relativamente poco sofisticados.

Robustez, la técnica de PCR permite amplificar secuencias especificas de
material que contiene DNA degradado o que se encuentre en medios que

disminuyen su purificacién.

Por otro lado algunas de sus desventajas pueden llegar a ser las siguientes (UNED,

2000):

Disponibilidad de informacion sobre la secuencia de DNA molde, para poder
seleccionar los primers se requiere de la secuencia de DNA, lo cual requiere
gue haya sido previamente caracterizada.

Tamafio corto de los amplificados, una desventaja que muchos que han
aplicado esta técnica ven es que no permite que las copias de ADN sean muy
grandes, a comparacion de las que se logran por medio de la clonacion de
células.

Infidelidad en la replicacion, al ser una técnica in vitro la tasa de errores
durante el copiado (replicacion) es mayor, ya que la TAG polimerasa no tiene
actividad exonucleasa.

Peligro de contaminacion, esto debido que al hacer la técnica puede estar

expuesto a diversos ADN gque se encuentran en el ambiente.
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1.8.5 Aplicaciones de la PCR

Las aplicaciones de la técnica de PCR es muy variada, esta a logrado ubicarse en
diferentes &mbitos de las ciencias que trabajan con el DNA de los microorganismos
y con ellos realizan diversos estudios, esto debido a todas sus ventajas y lo que
dicha técnica ofrece.

Es por ello que unas de las aplicaciones que se pueden mencionar son en la
medicina forense y clinica permitiendo el diagnostico de enfermedades infecciosas
asi como de enfermedades asociadas al ADN, asi como la deteccién de células
asociadas al cancer (Farifia, 2018). En cuanto a la ciencia forense se usan las
huellas dactilares y los fragmentos de DNA aisladas de escenas de crimen pueden

identificarse a los culpables por medio de una base de datos (Cheriyedath, 2018).

En microbiologia permite la identificacion y tratamiento temprano de organismos
infecciosos lo cual tiene una implicacion muy grande en la salud publica, por otra
parte en la virologia ayuda a descubrir y para caracterizar los acidos nucleicos de
diversos virus lo cual permite una mayor comprension del comportamiento del virus
durante la infeccion (Cheriyedath, 2018). Esta técnica también permite detectar ADN
proviral de virus como parte de su ciclo replicativo, se encuentra integrado en el

genoma de células infectadas (Bucafusco, 2012).

Una de las aplicaciones mas usada en los alimentos es la identificacion no solo de
otras especies en un producto usadas como adulterantes que es el objetivo de este
proyecto, sino que también pueden identificarse polimorfismos en plantas y
animales que se encuentran en cierta seccion del ADN que con ayuda de otra
técnica llamada RFLP pueden cortar la cadena e identificarse, asi como la deteccion

de transgénicos tanto en productos naturales como procesados (UAM, 2018).
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1.9 JUSTIFICACION

El venado (Cervus elaphus) es un mamifero que en la parte centro de México tiene
un gran desarrollo sin embargo este no es considerado cominmente para consumo
alimenticio. Existen estados tales como el estado de México y Michocan los cuales
presentan un gran niumero de especimenes que pueden representar un riesgo para
el medio ambiente al estar agotando los recursos para mantener a la especie
(Martinéz, 2015). Una de las soluciones propuestas es el consumo de cierta
cantidad de venados, a su vez esta especie aporta una gran cantidad de proteinas
con un menor contenido de grasa en comparacion a la carne de cerdo o bovino lo

cual puede llegar a ser atractivo para el consumidor.

Al no ser, la carne de venado, un producto muy demandado por los consumidores
este no esta al alcance facil de los consumidores tanto en el espacio geogréfico
como econdmicamente, su precio es elevado por la escases de animales de esta
especie para el consumo humano, esto puede llevar a los productores de carne de
venado a sustituirla por carne de cerdo o bovino para asi obtener un ventaja
econdmica (FAO, 2017), el problema radica cuando esta informacion se mantiene

oculta al consumidor.

El desarrollo de técnicas de manejo de venados crea una alternativa viable de
produccion en criaderos permitiendo la comercializacion de productos de alta

calidad y el control del precio de estos (Cruz, 2001).

Ocultar los ingredientes de un producto al consumidor representa no solo una
violacién a la normatividad si no un riesgo para los consumidores, ya que estos
pueden presentar alergias a ciertos ingredientes del producto o no ser permitido su
consumo por cuestiones religiosas, asi como afectar la calidad de la nutricion de
los consumidores (FAO, 2017).

Identificar los productos que fueron adicionados con carne que no es de venado
sino que pertenece a otro tipo de mamiferos tales como el cerdo o bovino asi como
la identificacion de sustancias que no se encuentran sefialadas en la etiqueta del

producto tales como la soya, representa una gran importancia tanto para aquellos
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gue ya son consumidores regulares de productos a base de esta carne como para

aquellos que en un futuro encuentren atrayente su consumo.

La razén de este estudio es verificar si los productos que se venden tanto en
supermercados como en mercados de la ciudad de México tienen adulteraciones
de carne de otras especies diferente a la de venado o la adicién de sustancias no
reportadas en su etiqueta, verificando su correcto etiquetado, mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) la cual consiste en amplificar millones de veces
un segmento de ADN a lo largo de varios ciclos con la ayuda de la enzima
polimerasa obteniendo asi la comparacion de las cadenas de ADN presentes en el
producto y verificar si existe la presencia de soya (Glycine max) o carne cerdo (Sus

scrofa domesticus) o bovino (Bos taurus).
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1.10 OBJETIVOS E HIPOTESIS

= Objetivo general
Identificar adulteraciones en productos de carne de venado con soya (Glycine max)
asi como carne de bovino (Bos taurus) y cerdo (Sus scrofa domesticus) mediante la

técnica de PCR.

= Objetivo particular 1

Disefar primers que amplifiquen para las especies de venado (Cervus elaphus),
bovino (Bos taurus), cerdo (Sus scrofa domesticus) y soya (Glycine max)
respectivamente, mediante programas bioinformaticos para asi identificar la

secuencia de ADN de estudio.

= Objetivo particular 2
Comprobar los primers diseflados para cada especie: venado (Cervus elaphus),
cerdo (Sus scrofa domesticus), bovino (Bos taurus) y soya (Glycine max), aplicando

la técnica de PCR, para confirmar su especificidad.

= Objetivo particular 3

Aplicar la técnica de PCR a diferentes productos de carne de venado (Cervus
elaphus), con ayuda de los primer especificos, para la identificacion de posibles
adulteraciones con soya (Glycine max) y carnes de bovino (Bos taurus) y cerdo

(Sus scrofa domesticus).
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e Hipotesis

Si al aplicar la técnica de PCR a los productos de carne de venado, se obtienen
amplificados de 398, 331 y/ 0 305 pb, se puede establecer que existe una posible
adulteracioén con carne de cerdo, bovino o soya respectivamente en los productos

analizados.
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2.1 ESQUEMA EXPERIMENTAL

CAPITULO II: METODOLOGIA

“Identificacion de la presencia de soya, carne de cerdo y bovino como adulterantes
en productos de carne de venado mediante la técnica de PCR”

UINAIVE rnycrnciia ©ri aIIIIIUIILUS

Si al aplicar la técnica de PCR a los productos de carne de venado, se obtienen amplificados de 398, 331 y/o 305 pb,
se puede establecer que existe una posible adulteracién con carne de cerdo, bovino o soya respectivamente en los
mod&cto analizados

Objetivo General: Identificar posibles adulteraciones en productos de carne de venado con soya (Glycine max) asi como carne

de bovino (Bos taurus) y cerdo (Sus scrofa domesticus) mediante la técnica de PCR.

|

i

Objetivo Particular 1

Disefiar primers que amplifiquen para las
especies de venado (Cervus elaphus), bovino
(Bos Taurus), cerdo (Sus scrofa domesticus) y
soya (Glycine max) respectivamente, mediante
programas bioinformaticos para asi identificar la

secuencia de ADN de estudio.

!

Actividad 1.1: Investigacion
bibliografica de la cadena de ADN
para cada especie a estudiar.

Actividad 1.2: Disefio de primers
para cada especie con ayuda de
programas Bioinformaticos.

l

Objetivo Particular 2

Comprobar los primers disefiados para

—— » | cada especie: venado (Cervus elaphus),

cerdo (Sus scrofa domesticus), bovino
(Bos taurus) y soya (Glycine max),
aplicando la técnica de PCR, para
confirmar su especificidad.

v

Actividad 2.1: Extraccibn de DNA de diferentes
especies, cerdo (Sus scrofa domesticus), bovino (Bos
taurus), venado (Cervus elaphus), pollo (Gallus
domesticus), conejo (Oryxtolagus cuniculus), pescado
(Oreochromis sp), avena (Avena sativa), maiz (Zea
mays), soya (Glycine max) y trigo (Triticum).

Actividad 2.2: Cuantificar el DNA extraido de cada
especie.

Actividad 2.3: Ver la integridad de DNA de cada
muestra por medio de una electroforesis

Actividad 2.4: Desarrollar la técnica de PCR para cada
especie y llevarlo a un gel de electroforesis para
comoraobar la esnecificidad

Objetivo Particular 3

Aplicar la técnica de PCR a las extracciones
de ADN de productos de carne de venado
(Cervus elaphus), haciendo uso de los primer
especificos, para la identificacion de posibles
adulteraciones con soya (Glycine max) y
carnes de bovino (Bos taurus) y cerdo (Sus
scrofa domesticus).

Actividad 3.1: Extraccion de DNA de los
productos a base de carne de venado.

Actividad 3.2: Cuantificar y ver la pureza de las
muestras de DNA extraido.

Actividad 3.3: Ver laintegridad del DNA de cada
muestra por medio de una electroforesis.

Actividad 3.4: Aplicar la técnica de PCR para las
muestras de carne de venado usando los primers
de cada especie y realizar un gel de
electroforesis para su analisis

Figura 13: Esquema experimental.

v

Andlisis de resultados

v

Conclusiones
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2.1.1 Descripcion de actividades del esquema experimental

La figura numero 13 corresponde al esquema experimental donde se plasmaron las
actividades para la realizacion del proyecto y para el cumplimiento de los objetivos,
a continuacion se presentan las actividades ejecutadas para el cumplimiento de los

objetivos anteriormente presentados.
= Actividades del objetivo particular 1

Actividad 1.1: Investigacion bibliogréfica de la secuencia de ADN para cada especie

a estudiar.

Actividad 1.2: Disefilo de primers para cada especie con ayuda de programas
bioinformaticos, tomando en cuenta las caracteristicas necesarias, tales como el

numero de pares de base, la temperatura de hibridacion, etc.

= Actividades del objetivo particular 2

Actividad 2.1: Extraccion de DNA de diferentes especies, cerdo (Sus scrofa
domesticus), bovino (Bos taurus), venado (Cervus elaphus), pollo (Gallus
domesticus), conejo (Oryxtolagus cuniculus), pescado (Oreochromis sp), avena
(Avena sativa), maiz (Zea mays), soya (Glycine max) y trigo (Triticum), las cuales

se van a utilizar para comprobar la especificidad de los primers.

Actividad 2.2: Cuantificar y ver la pureza del DNA extraido de cada especie por

medio de una espectrofotometria.

Actividad 2.3: Ver la integridad de DNA de cada muestra por medio de una

electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

Actividad 2.4: Desarrollar la técnica de PCR para cada especie y llevarlo a un gel

de electroforesis para comprobar la especificidad.
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= Actividades del objetivo particular 3

Actividad 3.1: Extraccién de DNA de los productos a base de carne de venado.

Actividad 3.2: Cuantificar y ver la pureza de las muestras de DNA extraido por medio

de espectofotometria.

Actividad 3.3: Ver la integridad del DNA de cada muestra por medio de una

electroforesis en gel de agarosa.

Actividad 3.4: Aplicar la técnica de PCR para las muestras de carne de venado
usando los primers de cada especie y realizar un gel de electroforesis para su

analisis.
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2.2 MATERIALES

Para poder llevar a cabo la experimentacién en este proyecto fueron necesarios una
serie de materiales, reactivos y equipos que se encuentran enlistados en los anexos,
por otro lado se utilizaron muestra de material biolégico las cuales se mencionan a

continuacion:

o Carne de bovino (Bos taurus)

o Carne de cerdo (Sus scrofa domesticus)
o Carne de venado (Cervus elaphus)

o Frijol de soya (Glycine max)

o Productos a base de carne de venado

En el cuadro 6 se pueden observar las muestras utilizadas durante la

experimentacion de productos y carne de venado:
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Cuadro 5: Muestras de productos a base de carne de venado utilizados en la experimentacion

MUESTRA

Hamburguesa

Hamburguesa

Tinga

Adobo

Mixiote

Corte
(falda
pza.80g)
Corte
(pierna
pza.100g)
Corte
(falda
pza.509)
Arrachera

Carne molida

DENOMINACION

MV1

MV2

MV3

MV4

MV5

MV6

MV7

MV8

MV9
MV10

PROCEDENCIA

Mercado de San
Juan
Mercado de San
Juan
Mercado de San
Juan
Mercado de San
Juan
Mercado de San
Juan
Mercado de San

Juan

Mercado de San

Juan

Veracruz

Carnuz

Carnuz

PRECIO

($/pieza)

130

150

90

110

150

80

40

40

Los productos utilizados para la experimentacion fueron adquiridos principalmente

en el Mercado de San Juan ubicado en la zona centro de la Ciudad de México ya

gue este es el lugar donde mas comunmente se pueden conseguir estos productos

dentro del area metropolitana; dos de las muestras se compraron en una carniceria
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dedicada a la venta de carnes exoticas ubicada en la delegacion Azcapotzalco y
solo una de las muestras fue traida del estado Veracruz esto debido a la falta de

lugares donde conseguir muestras.

Acorde con las especificaciones en la metodologia para la extracciéon de ADN de
cada uno de los productos se requiere de 0.125g de cada muestra, con el fin de
obtener suficiente ADN con concentracion e integridad adecuada para su uso en la
PCR. En el cuadro 7 se presentan las unidades experimentales utilizadas para cada

muestra durante la extraccion:

Cuadro 6: Unidades experimentales utilizadas para cada muestra.

Muestra Denominacion Unidad experimental (g)
Hamburguesa MV1 0.125
Hamburguesa MV2 0.127

Tinga MV3 0.123

Adobo MV4 0.129

Mixiote MV5 0.125
Corte (falda) MV6 0.125
Corte (pierna) MV7 0.124
Corte (falda) MV8 0.128

Arrachera MV9 0.131
Carne molida MV10 0.140
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2.3 METODOS

2.3.1 Extraccion de ADN

Consiste en el aislamiento y purificacion de la molécula de DNA, basandose en las
caracteristicas fisicoquimica de la molécula para su posterior uso en otras técnicas
(Alejos, 2018).

e Disgregacion del tejido

Para lograr la completa extraccién de los componentes de un alimento y con ello
lograr extraer el ADN se requirio la ruptura de la muestra, esto se realiz6 con ayuda
de una navaja y mortero, posteriormente se pes6é 0.125 g de cada muestra y se
adiciono 1250uL de solucion de lisis, la cual logra la desestabilizacién de la
membrana celular permitiendo la salida de su contenido, al igual que 7uL de enzima
proteinasa K (Bioline); una vez adicionados todos los elementos en un tubo
Eppendorff se llevo a incubacion a 50°C por dos horas y una vez transcurrido este
tiempo se elevo la temperatura a 60°C por una hora mas para detener la actividad

de la enzima.
e Extraccion de proteinas y polisacaridos del ADN

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se adiciono al tubo 250uL de una
mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (Invitrogen), el fenol se encarga de
disociar las proteinas que conforman el ADN, por su parte el cloroforma
desnaturaliza las proteinas y lipidos presentes y el alcohol isoamilico funge como
antiespumante; una vez adicionado se centrifugd por 10 minutos a 10,000 rpm, al
finalizar el tiempo con ayuda de una micropipeta se recuperd la fase acuosa superior

y se dispuso en un tubo nuevo.
e Precipitacion de ADN

Al tubo con muestra nueva se afadid 1500uL de etanol frio y se centrifugo
nuevamente a 10,000 rpm durante 10 minutos, esto con el fin de precipitar el ADN

extraido durante el proceso el cual puede observarse como pequefias manchas
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blancas en las paredes del tubo. Una vez obtenida la muestra de ADN se decanto
el liquido presente en el tubo y se llevé a incubar a 37°C por aproximadamente una

hora para lograr la evaporacion completa del etanol adicionado.

Para finalizar se agregaron 50uL de agua desionisada y se puso en el vortex para
resuspender el ADN.

2.3.2 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion e integridad de las extracciones de ADN se realiz6 por medio de
una espectrofotometria de UV visible, el equipo se basa en el empleo de un sistema
gue retiene la muestra por medio de la tension superficial para formar un puente de
liguido entre el pedestal inferior y superior, estos definen un paso Optico cuya
longitud va a variar segun la concentracion de bases nitrogenadas de la muestra, el
equipo estard conectado a un software el cual permitira la visualizaciéon de los
resultados (IdiPAZ, 2018). La metodologia seguida para realizar la cuantificacion fue

la siguiente:

Para iniciar, la cuantificacion se realiz6 con ayuda de un espectofometro Nanodrop
el cual se encuentra conectado a una computadora que con ayuda de un software
se logré visualizar los resultados, en este se selecciond la opcion de acidos
nucleicos, para comenzar a utilizar el equipo se depositdé una muestra de 2uL de
agua libre de nucleasas, una vez finalizado se limpié el sensor y se depositd

nuevamente 2uL de agua libre de nucleasas para correr el blanco.

Una vez realizado el blanco, se prosigui6é a las mediciones de cada extraccion de
ADN, depositando 2uL de la misma manera y registrando valores de concentracion
(ng/pL) vy la relacion 260/280 la cual nos indica la concentracion de bases
nitrogenadas en la muestra y debe encontrarse en un intervalo de 1.7-1.9 para
considerar una concentracion adecuada de lo contrario podria haber presencia de

proteinas o RNA.
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Si la muestra presenta una concentracion arriba de 60 ng/uL deberé realizarse una
dilucion con agua libre de nucleasas, ya que dicha concentracion es necesaria para
realizar correctamente la PCR, de ser asi la cuantificacion se realiza nuevamente

posterior a la dilucion.

2.3.3 Reaccién en cadena de la polimerasa

Para la realizacion de la PCR tanto para comprobar la especificidad de los primers
como para la identificacién de las adulteraciones en los productos de carne de

venado se llevo a cabo de la siguiente manera.

Se programaron las condiciones segun cada primer tomando en cuenta tanto las
especificaciones del proveedor como los resultados del calculo de la temperatura

(Tm) de hibridacién y los procedimientos y condiciones sugeridas por el proveedor.

Posteriormente se realizaron los célculos para determinar la cantidad de
componentes necesarios para la reaccion, tomando en cuenta un blanco para
asegurar la pureza de la reaccién y un control positivo para la confiabilidad de
resultados; una vez obtenidos los calculos en un tubo Eppendorf se colocaron las
cantidades, las cuales se encuentran descritas en el cuadro 8, de Kit Master mix o
Gotaq (Promega), los primer frontal y reverso y el agua libre de nucleasas (Pisa),
se le dio vortex para lograr la homogeneidad y se dividié en la cantidad de tubos

necesarios para la reaccion.

Cuadro 7: Componentes para la reaccion de PCR.

Reactivo Concentraciones para un tubo de
PCR (uL)
Kit master mix / Gotaq 6.25
Primer frontal 0.25
Primer reverso 0.25
Agua libre de nucleasas 5.25
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En cada uno de los tubos con los componentes ya mencionados se adiciono 0.5 pL
de ADN de cada una de las muestras nuevamente se colocaron en el vortex y en la
microcentrifuga durante 5 segundos para retirar el liquido de las paredes; para
concluir se colocaron en el termociclador con el programa de PCR previamente

seleccionado.

2.3.4 Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa puede ser utilizada para la visualizacion de
fragmentos obtenidos durante la PCR para lo cual se preparan geles el 1.5% de
concentracion, de la misma manera para visualizar la integridad del ADN extraido

en un producto se utilizan geles con una concentracion del 1%

Para la realizacion de los geles fuera cualesquiera de las antes mencionadas su
concentracion, se pesé la cantidad de agarosa necesaria segun la concentracion y
el tamafio de la cAmara y se colocd en un matraz Erlenmeyer, se disolvié con TAE

1X previamente medido en una probeta, segun la camara podrian ser 30 o 50 mL.

La mezcla se llevo al microondas por lapsos de 20 segundos con el fin de disolver
las particulas de agarosa, hasta obtener una solucion completamente transparente,
la cual se dej6 enfriar a temperatura de 25-30°C para posteriormente adicionarle
una gota de Bromuro de tidio (BRET) el cual ayudara a la visualizacién de los
fragmentos. La solucion se depositd en la camara de electroforesis previamente
armada, se le colocaron los peines para formar los pocillos y se dejé gelificar por
aproximadamente 15 minutos. Una vez gelificado se retird el peine cuidadosamente

y se llen6 la camara con TAE 1X.

Una vez preparado el gel se prosigui6 a la carga del mismo, para esto se coloc6 un
papel parafilm sobre el cual se situaron 3uL de Bromuro de tidio (BRET) y 3uL de
colorante blue-orange por cada muestra que se puso en la camara, posteriormente
se adiciono 5uL de la muestra y con ayuda de la micropipeta se homogeneizaron

los tres componentes y se dispusieron dentro de cada pocillo.
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Para la electroforesis de resultados de PCR fue necesario colocar en el primer
pocillo adicionado a los componentes ya mencionados (BRET y colorante) 1uL de
marcador de peso molecular el cual ayuda en la visualizacién del tamafio de los

fragmentos obtenidos, en la figura 14 se muestra el marcador de pes6 molecular

utilizado.
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Figura 14: Marcador de peso molecular utilizado.
Marcado de peso Invitrogen de 100pb por banda

Al finalizar con todas las muestras se conecté la cAmara a la fuente de poder a 60V
para resultados de PCR y a 80-90 V si son de integridad. La corrida se finaliz6 una

vez que el colorante se visualizo en el extremo opuesto del gel.

Para la visualizacion de los resultados en el gel de agarosa, se coloco el gel en el
transluminador con ayuda de una palas comprobando que se situara en el centro

para lograr una correcta visualizacion, se cerrd la compuerta, se encendi6 la luz

ultravioleta y se toma la fotografia.

47



UNAM | Ingenieria en alimentos

2.3.5 Diseiio de primers de ciervo rojo

Para comenzar con el disefio de primers para ciervo rojo se necesité de una regién
de su DNA del cual se obtuvo la secuencia de bases que sirvié como cebador, para
ello se utilizé la base de datos de National Center of Biotechnology Information
(NCBI), en el buscador se eligi6 la opcion de “Nucleotide” y se colocé la especie de
la cual se necesitaban los fragmentos de DNA en este caso se busco Cervus

elaphus ya que era la especie de interés.

Una vez obtenidos los fragmentos de la secuencias de DNA de la especie se
seleccionaron aquellas que tuvieran par de bases suficientes para disefiar los
primers en un programa bioinformatico. Con ayuda del programa bioinformatico
Primerquest tool se seleccionaron los primers, subiendo al programa la secuencia
de DNA de cada especie, este dio como resultado diferentes pares de primes los
cuales se analizaron en base a las caracteristicas necesarias para poder utilizarlos
durante la PCR, estas son: numero de pares de bases, Tm, porcentaje de G-C asi

como el amplificado que estos arrojaran durante la reaccion.

Una de las caracteristicas mas importantes durante el disefio de los primers es la
especificidad de estos para cada especie, debido a que se estan identificando
adulteraciones se requirid6 que cada primer solo amplificara para la especie
correspondiente, ya que si este amplificaba para otras especies podria obtenerse

un falso positivo.

Para comprobar dicha especificidad, una vez elegido el primer con las
caracteristicas ya mencionadas, con ayuda de la herramienta Basical Local
Alignment Search Tool (BLAST) en la base de datos NCBI el cual permite localizar
similitudes entre secuencias bioldgicas, en este caso entre los primers seleccionado
y las secuencia de ADN de diversas especies, una vez comprobada su especificidad

se dio por concluida la seleccion de los primers.

Tomando en cuenta todas las caracteristicas se realiz6 un programa de PCR el cual
nos indica las condiciones de tiempo, temperatura y namero de ciclos que los

primers requieren para obtener resultados adecuados; una de las condiciones mas
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importantes es la temperatura de hibridacién la cual se calculé para los primers de
ciervo rojo seleccionados con la siguiente ecuacion:

Tm=[(G+C)4+(A+T)2]-5
Donde:
G: numero de Guaninas en el primer
C: numero de Citosinas en el primer
A: niumero de Adeninas en el primer

T: nimero de Timinas en el primer

Y de la cual se obtuvo un resultado de 61°C para el prime frontal y 59°C para el
primer reverso, se calculé un promedio y se obtuvieron 62°C de temperatura de
hibridacion.

El célculo para el resto de los primers seleccionados a partir de articulos cientificos

se encuentra en los anexos.
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CAPITULO lll: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 RESULTADOS DEL OBJETIVO 1

En el objetivo uno se buscaba el disefio adecuado y especifico para los primers de
cada especie, para ello se utilizaron programas bioinformaticos asi como bases de
datos para seleccionar y conocer las secuencias de DNA de cada especie. Para la
seleccion de los primers debieron tomarse en cuenta diferentes puntos para lograr

la especificidad los cuales son los siguientes:

e Longitud de entre 18-25 pares de bases.

e Temperatura de hibridacion Tm de entre 55 y 62°C y que no haya una
diferencia de 2°C entre ambos primers.

e El porcentaje de G-C debe estar entre 40-60%.

e Obtener primers especificos comprobandolo mediante un BLAST.

En el cuadro 9 se muestras los primers seleccionados para la experimentacion para
cada especie de interés, asi como las caracteristicas que se tomaron en cuenta

para su seleccion.
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Cuadro 8: Caracteristicas de los primer seleccionados para cada especie.

Especie

Cerdo (Sus
scrofa)

Bovino (Bos

taurus)

Venado
(Cervus

elaphus)

Soya
(Glycine

max)

Tamafio del
Primer Tm (°C) amplificado
(pb)
PF: 5
GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCA 60 398
TCTTGATGAAA 3
PR: 5
GCTGATAGTAGATTTGTGATGACCGTA
3
PF:5
GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCA 60 331
TCTTGATGAAAZ
PR: 5
CTAGAAAAGTGTAAGACCCGTAATATAA
G3
PF: 5 GAGACGTGAAACATCGGAGTAG
K 62 421
PR: 5 CAAGTAGGTCTGGTGCGAATAA 3’

PF:5 AGCGGGGTAGAGTAATTG 3’
PR:5 CAAGGAGCAATCGTGAGGAATAG 64 305
3’
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Programas de PCR

Para cada par de primers se realizé su programa de PCR el cual indica los ciclos y
las temperaturas que se utilizaron en el termociclador al momento de realizar la
técnica de PCR. Las temperaturas de hibridacion (Tm) dependeran de cada par de
primer seleccionado el cual se obtuvo de los programas bioinformaticos, por otra
parte el numero de ciclos depende de la muestra en este caso al ser productos

carnicos se seleccionaron 35 ciclos.
» Cerdo (Sus scrofa domesticus) y Bovino (Bos taurus)
T (°C)

94°C  94°C
2Min : 30s

72°c  72°C

60°C

30s

35 CICLOS
Figura 15: Programa de PCR para primers de cerdo y bovino
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» Soya (Glycine max)

T(°C)

95°C  95°C

72°C 72°C

64°C

20s

35 CICLOS
Figura 16: Programa de PCR para primers de soya

» Venado (Odocoileus virginianus)

T(°C)

95°C  95°C

62°C 20 s 5min

20s

4°C

35 CICLOS
Figura 17: Programa de PCR para primers de ciervo rojo
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3.2 RESULTADOS DEL OBJETIVO 2

En el objetivo particular nimero dos se realizaron las actividades necesarias para
obtener ADN tanto de las especies de interés, cerdo, bovino, venado y soya, como
de especies filogenéticamente cercanas y lejanas a estas que nos permitieran
verificar si los primers seleccionados amplificaban para la especie correspondiente
asi como su especificidad. El cuadro 10 muestra las especies utilizadas asi como la
pureza y concentracion obtenidas durante la extracciéon, medidas con el fin de

obtener extractos adecuados para la PCR.

Cuadro 9: Cuantificacién de las extracciones para especificidad de los primers.

Muestra Concentracion (ng/ul) 260/280
Cerdo 70 1.99
Bovino 79.6 1.83
Conejo 71.4 1.53

Pescado 71.6 1.45
Avena 75.7 1.46

Trigo 76.8 1.5
Maiz
Soya 70 1.8

De la misma forma se realizaron extracciones de las especies de interés con el fin
de obtener el control positivo y comprobar que los primers seleccionados
amplificaran para dichas especies, para ello se obtuvieron muestras las cueles
estuviéramos seguros su procedencia, en el caso de bovino, cerdo y venado que
utilizaron partes del musculo del animal, para soya se utilizé el frijol de soya, en el
cuadro numero 11 se muestran los resultados de la cuantificacion de dichas

extracciones.
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Cuadro 10: Cuantificacion de las extracciones de los controles positivos para las especies de interés

Muestra Concentracion (ng/ul) 260/280
Venado (Cervus elaphus) 79.9 1.69
Bovino (Bos taurus) 79.6 1.83
Cerdo (Sus scrofa 70 1.99
domesticus)
Soya (Glycine max) 70.8 1.8

Una vez obtenidas los extractos de las especies de interés se realiz6 una PCR para
comprobar que los primers amplificaran para dicha especie asi como la temperatura
de hibridacién adecuada para cada uno de ellos, los resultados fueron visualizados

por medio de un gel de electroforesis y posteriormente con ayuda de un

transluminador.

MP Bl Bol B2 Bo2 Bl c1 B2 (2

2000

30ph00_ - - ________ .

Figura 18: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para
identificacion de cerdo y bovino. MP: marcador de peso
(Invitrogen), B: blanco, Bol: bovino con sim 1, Bo2: bovino con sim
2, C1: cerdo con sim 1, C2: cerdo con sim 2
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MP B S \

2000 =

300 —m | mmm—— 305 pb
200 —

" _/

Figura 19: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para la identificacion
de soya. S: soya, MP: marcador de peso (Invitrogen), B: blanco

Como se puede observar en las imagenes anteriores los primers seleccionados para
las especies de cerdo, bovino, venado y soya amplifican para cada una de las
especies respectivamente; en el caso de cerdo y bovino se probaron dos primers
frontales diferentes los cuales son comunes para diversas especies pero con un

primer reverso distinto para cada especie se logra la especificidad.

Por otra parte se puede observar que en los tres primers utilizados se obtuvieron
tamafos de amplificados correspondientes a los indicados para cada par de primers
y que la PCR es confiable ya que solo amplificaron los controles positivos y no los

blancos.

Una vez verificando que los primers amplificaban para la especie correspondiente
se realizé la PCR para comprobar su especificidad utilizando especies
filogenéticamente cercanas y lejanas a cada una de las especies, con lo cual se
esperaba solo amplificara para las especies de interés, de la electroforesis se

obtuvieron los siguientes resultados.
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MP B C+ Ce Co S ™M A T

2000

Figura 20: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para especificidad
de primers de venado. MP: marcador de peso (Invitrogen), C+: venado,
Ce: cerdo, Co: conejo, S: soya, M: maiz, A: avena, T: trigo

/ MPB S M A T Bo Ce Co P \

Figura 21: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para especificidad de
primers de soya. MP: marcador de peso (Invitrogen), S: soya, M: maiz, A:
avena, T: trigo, Bo: bovino, Ce: cerdo, Co: conejo y P: pescado
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/ MpBBoCeCoP:SMAT\

Figura 22: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para especificidad de primers de
bovino. MP: marcador de peso (Invitrogen), Bo: bovino, Ce: cerdo, Co: conejo, P:
pescado, S: soya. M: maiz, A: avenay T: trigo

MP B Ce B C M S T A

398

Figura 23: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para especificidad de
primers de cerdo. MP: marcador de peso (Invitrogen), Ce: cerdo, B: bovino, C:
conejo, M: maiz, S: soya, T: trigo y A: avena
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Las cuatro figuras anteriores muestran la especificidad de los primers
seleccionados, ya que solo se puede observar un amplificado en la especie
correspondiente a los primers y para ninguna otra de las especies ni cercana ni
lejanas filogenéticamente amplificaron, esto nos garantiza falsos positivos al
momento de buscar adulteraciones, ya que pueden presentarse otras especies

aparte de las de interés.
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3.3 RESULTADOS DEL OBJETIVO 3

Para el objetivo particular nimero tres se realizaron actividades con el fin de
empezar a identificar adulteraciones con las diferentes especies de interés, que son
bovino, cerdo y soya. Una vez comprobado la especificidad de cada uno de los
primers y su funcionalidad se prosiguio a realizar la PCR con las muestras de carne
de venado seleccionadas, para ellos se realiz6 la extraccion de ADN en cada una
de las muestras, algunas de ellas fueron preparadas con salsas que dificultaban la
extraccion del ADN de venado, por ello se realizaron lavados con agua libre de
nucleasas para retirar estos aditivos y lograr una mejor extraccion, se realiz6 una
cuantificacion para obtener la pureza y concentracion adecuada para utilizar el ADN

en la PCR y los resultados se presentan en el cuadro 12.

Cuadro 11: Cuantificacion de extraccion de las muestras de carne de venado

Muestra Concentracion (ng/ul) 260/280
Hamburguesa (MV1) 68.1 1.8
Hamburguesa (MV2) 91 1.7

Tinga (MV3) 93.7 1.68
Adobo (MV4) 80.4 1.79
Mixiote (MV5) 65.6 1.84
Corte (MV6) 58.3 1.78
Corte (MV7) 59.8 1.76
Corte (MV8) 84.4 1.82
Arrachera (MV9) 65 1.75
Carne molida (MV10) 71.2 1.79

Una vez obtenida las extracciones de ADN de cada muestra con las caracteristicas
de concentracion y pureza adecuadas para someterlas a la técnica de PCR, cada
una de las muestras fueron sometidas a la técnica de PCR con los cuatro primers
de las especies de interés, primero para verificar la presencia de carne de venado
(Cervus elaphus) y posteriormente para la identificacion de adulteraciones con

cerne de cerdo y bovino asi como la adicion de soya.
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> Identificacion de venado (Cervus elaphus)

Con cada muestra se realiz6 una PCR utilizando los primers para ciervo rojo esto
con el fin de comprobar que las muestras que se estaban trabajando y se
adquirieron como productos a base de carne de venado fuera cierta, para ello se
utilizé el kit Gotag ya que al tener una mayor eficiencia para lograr un amplificado
nos permitia una mejor visualizacion, esto debido a los aditivos como salsas y grasa
gue podrian llegar a presentar los productos y que no se lograron remover por

completo con los lavados previos a la extraccion.

Las siguientes figuras muestran los resultados obtenidos en cada una de las

muestras para la identificacion de carne de venado.

/ MP B C+ MVAMV5MV8 MVOMV1O0 \

2000 /™ .

e

500 =——
400 ——

100pb =—

\_

» 421pb

o

Figura 24: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para la identificacion de
carne de venado en productos, continuacién de muestras. MP: marcador de

peso (Invitrogen)
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MP B C+MVIMV2MV6MV7MV3

2000

Figura 25: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para la
identificacion de carne de venado en productos. MP: marcador

de peso (Invitrogen)

/

2000

500 A421pb
400

< Pl

Figura 26: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para la identificacion de
carne de venado, repeticion de muestras. MP: marcador de peso
(Invitrogen)
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Como se puede observar en la figura nimero 25 las muestras MV3, 6 y 7 hay un
amplificado lo cual nos indica que todas estas muestras presentan carne de venado
en especifico de ciervo rojo, la diferencia de tonalidad en el amplificado puede
deberse a la cantidad de ADN de ciervo rojo presente en el producto y en la
extraccién, en esta misma imagen se puede observar que las muestras MV1y 2 no
amplificaron, la PCR se repiti¢ utilizando una nueva dilucion del ADN extraido lo
cual se visualiza en la figura 25 donde ambas muestras amplificaron esta vez, lo

cual nos indica la presencia de ciervo rojo en los productos.

En la figura nUmero 24 todas las muestras presentaron un amplificado muy marcado
lo cual nos indica una existencia de ADN de ciervo rojo, esto con excepcién de la
muestra MV8 la cual se repitié con una nueva dilucion del ADN pero como se puede
ver la figura 26 esta no amplifico lo cual nos confirmd una ausencia de ciervo rojo

en este producto.

La ausencia del amplificado en la muestra MV8 no se puede adjudicar a la calidad
del ADN debido a que esta no presentaba ningun aditivo como salsas y de todas
formas se llevé a cabo un lavado, sometiéndola dos veces a la técnica de PCR

evitamos un falso positivo.

» Adulteraciones con soya

La siguientes ilustraciones indican los resultados de las PCR realizadas para cada
una de las muestras con los primers de soya, de la misma forma que la identificaciéon
de venado se utilizo el kit Gotaq con el fin de obtener mejores amplificados debido

a la naturaleza de las muestras.
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MP B C+ MV1MV2MV6MV7MV3

2000

400
300
200

Lﬁlf .; \P»;:; - B Sy L
100 pb 3 o /

Figura 27: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para la identificacion de
adulteraciones con soya e productos de carne de venado. MP: marcador de
peso (Invitrogen)

2000

Figura 28: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para la identificacion de
adulteraciones con soya en productos de carne de venado. , continuacion de
muestras. MP: marcador de peso (Invitrogen)
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Al realizar los geles de electroforesis para la visualizacion de los fragmentos
amplificados, se obtuvieron los resultados anteriores, observando tanto en la figura
27 como 28 que el unico amplificado presente fue el del control positivo, por lo que
se puede decir que ninguna de las diez muestras de producto o carne de venado
esta adicionada con soya, esto puede ser debido a que la procedencia de la carne
gue se utiliz6 como materia prima no tenia un bajo aporte de proteinas o que los
productores no consideraban esto como una caracteristica importante para su

vender el producto.

Utilizando un blanco y un control positivo (soya) se confirman que los datos
obtenidos son confiables, ya que la reaccidbn no presento contaminacion al no
obtener amplificados en el blanco y los primers amplificaban Gnicamente para soya

lo que se comprueba con el control positivo.

» Adulteraciones con cerdo (Sus scrofa domesticus)

Las siguientes ilustraciones muestras las PCR realizas con los primers de cerdo
para los productos y carne de venado, las cuales de igual forma se realizaron con

kit Gotaq para obtener mejores resultados en los amplificados.

MP B C+MVAMVSMYE MVOIMV10

2000 e

A0 w——
‘ —— » 398pb
300 m— ¥

100pb

Figura 29: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para la identificacion de
adulteraciones con cerdo en productos de carne de venado. MP: marcador de peso
(Invitrogen)
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MP B C+ MVIMV2 MV6 MV7 MV8
S
2000 ==
300 P O O - —— 308

Figura 30: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para la identificacion
de adulteraciones con cerdo en productos de carne de venado,
continuacion de muestras. MP: marcador de peso (Invitrogen)

Como se puede observar en las figuras 29 y 30 los resultados a las adulteraciones
con carne de cerdo son positivos para casi todas las muestras utilizadas, excepto
parala MV3, 7y 10. En los geles se pueden ver amplificados de tonos mas brillantes
gue otros, lo cual puede indicar la concentracibn de ADN en este caso de cerdo

presente en la muestra o la extraccion de esta.

Puede decirse que el 70% de las muestras utilizadas se encuentran adulteradas con
carne de cerdo ya sea por sustituir la carne de venado por una de menor valor o por
el uso de las caracteristicas del cerdo para darle un mayor sabor o ciertas

propiedades a los productos.

» Adulteraciones con bovino (Bos taurus)

Por ultimo se sometieron las muestras a la PCR con primers de bovino en el cual
se esperaban encontrar un mayor nimero de muestras con la presencia de esta

carne debido a la similitud que tienen tanto organolépticamente como en sus
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componentes quimicos. Estas reacciones se realizaron con el kit Gotaqg para
obtener mejores resultados.

MP B  C+ MV1MV2MVEMV7MV3

Figura 31: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para la identificacion
de adulteraciones de bovino en productos de carne de venado. MP:
marcador de peso (Invitrogen)

MP B C+ MV4 MV5

2000——
-
=
-
| —
300
200 S o= 331
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Figura 32: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para la identificacion
de adulteraciones de bovino en productos de carne de venado,
continuacion de muestras. MP: marcador de peso (Invitrogen)
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Las imagenes anteriores nos muestras los resultados obtenidos de las reacciones
para cada una de las muestras utilizadas, en la figura 31 las cinco muestras
presentan un amplificado lo que nos indica la presencia de carne de bovino en las
cinco muestras, por otro lado en la ilustracién 32 solo una de las muestras la MV10
presenta amplificado. Por lo tanto las muestras MV4, 5, 8 y 9 son las aquellas que

no amplificaron por lo tanto se puede decir que no tienen carne de bovino.

El 60% de las muestras amplifico para los primers de bovino lo que nos indica la
presencia de esta carne en los productos o cortes, igualmente los amplificados
tienen una diferencia en la intensidad de color lo que nos indica una mayor o menor
presencia del ADN de bovino en cada una de las muestras, se puede observar que
solo la muestra MV2 es aquella que presenta un color mas tenue, al contrario de las
otras muestras con un color mas intenso en su amplificado con lo que se puede

decir que hay una mayor cantidad de ADN de bovino.
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3.4 ANALISIS DE RESULTADOS

Durante la experimentacion se obtuvieron resultados importantes ya que después
de someter a PCR cada una de las muestras con cada pareja de primers de las
especies de interés, se encontré que el 100% de los productos o carne de venado
utilizados se encuentran adulterados con al menos una de las carnes adulterantes,

cerdo o bovino.

En el caso de la soya como adulterante, no se encontré dentro de las diez muestras
seleccionadas alguna que se adicionada con esta leguminosa, esto se le atribuye a
la materia prima utilizada para realizar el producto, ninguno de ellos era un producto
embutido, al encontrar ADN de ciervo rojo por lo tanto se garantiza la presencia de
carne de esta especie la cual cuenta con un alto porcentaje de proteinas dentro de
sus componentes (Menchu, 2007) y por las caracteristicas de los productos, no

requieren de una extensién con proteinas de otra fuente como lo es la de la soya.

Por otra parte es comun la adicion de proteina de soya en productos como
embutidos, los cuales suelen ser elaborados con partes de la carne de baja calidad
y con un bajo aporte proteico como son las visceras, ninguno de los productos
seleccionado para le experimentacion entraban dentro de la categoria de embutido
la cual nos dice que se considera un producto embutido aquel que puede estar crudo
o listo para comer, elaborado con carne roja, aves o combinados (USDA, 2011), sin
embargo se decidi6 hacer la busqueda de la soya como adulterante para una
posible reduccién de precio comparado con la carne de venado y que diera el mismo
aporte de proteinas y por el uso de la soya en productos procesados de carne molida

como las hamburguesas (Andujar G. A., 2000).

Actualmente no existe una norma vigente la cual permita o no la adicion de proteinas
en productos carnicos, la Unica norma existente es la NOM-122-SCFI la cual
regulaba la adicion de proteina o concentrado de soya en productos carnicos pero

gue actualmente se encuentra derrocada.

Los resultados para el caso de la carne de cerdo y bovino fue distinto ya que en

todas las muestras utilizadas se encontré al menos una de las dos especies de
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interés como posibles adulterantes esto esta relacionado a las similitudes entre la
carne de los tres animales de interés y la busqueda de una ventaja econdmica la
cual puede ser mas sencilla de obtener utilizando productos similares al original,

siendo estos los de origen animal, que usar un adulterante de origen vegetal.

Para la carne de cerdo como adulterante el 70% de las muestras presentaron un
amplificado para esta especie, la mayor parte de estos positivos fue en productos
ya procesados, algunos de ellos con carne troceada lo cual le da al productor
facilidad para adicionar carne distinta a la de venado y con ello poder disminuir el
costo de produccion; dos de las muestras que amplificaron para cerdo fueron cortes

en los cuales suele ser mas complicada su adulteracién.

La carne de cerdo es actualmente vista como una de las que aporta una mayor
cantidad de nutrientes, presentando grasas insaturadas y un alto porcentaje en
proteinas (Gimferrer, 2012), esto aunado a su precio accesible puede ser utilizado
no solo por el consumidor sino por los productores también. Existen estudios
realizados en Austria donde se encontré en productos de carne de venado
adulteraciones con carne de cerdo lo cual con este estudio se confirma su presencia

en productos mexicanos también.

Algunos de los productos utilizados para la experimentacion muchas veces
requieren de un mayor porcentaje de grasa para su preparacion, como se puede
observar en tablas anteriores la carne de venado no presenta un alto porcentaje de
estos valores, sin embargo la carne de cerdo si, por ello puede existir una adicion
de esta a los producto, por otro lado es bien conocido el uso de la carne de cerdo
como un mejorador de sabor en productos cdarnicos; sin embargo los productos
adquiridos no especificaban la presencia de esta carne por lo cual se esta

incurriendo a un fraude.

Otra de las causas por las cuales se utiliza carne de cerdo es debido a su bajo precio
comparado con la carne de venado, su representaria disminuir la cantidad de
venado que se utilizando lo cual representaria una baja en los costos de produccién,
sin embargo no en los de venta, donde los productos siguen promocionandose

como elaborados unicamente de carne de venado. Este es el mismo caso para la
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carne de bovino la cual presenta caracteristicas tanto organolépticas como de

componentes quimicos muy similares a las la de la carne de venado.

La PCR realizada para la identificaciéon de carne de bovino en cada uno de los
productos seleccionados demostrd que en el 60% de las muestras se encontraba
ADN de bovino (Bos taurus) y por lo tanto de carne de esta misma especie, mas de
la mitad de los productos que presentaron un amplificado para bovino es elaborado
con carne molida o troceada lo cual como se mencioné anteriormente representa

una facilidad para la adicion de carne distinta a la de venado.

La similitud presentada entre la carne de venado y de bovino representa una ventaja
para los productores, ya que mucha gente no podria distinguir las dos carnes por el
bajo consumo y poco conocimiento de la carne de venado, ellos toman ventaja para
sustituir una parte de la materia prima, siendo esta la carne de venado, por un
ingrediente similar pero de menor precio, caracteristicas distintas y sin ser el

producto que se le esta vendiendo al consumidor.

Observando los datos obtenidos las Unicas muestras adulteradas con ambas carnes
(cerdo y bovino) son la MV1 y MV2 las cuales son hamburguesas provenientes del
mercado de San Juan, este tipo de productos se ha visto en diferentes estudios que
puede ser adulterado con distintos alimentos ya sea de origen animal o vegetal, sin
importar el precio de la carne de la cual proceda. Estos productos al ser de un animal
gue representa un mayor costo de produccion seria de esperarse una adulteraciéon
con otros ingredientes de menor valor econémico, de la misma forma la mezcla con
otros ingredientes y la molienda de la carne facilita la introduccion de distintos

adulterantes.

Una vez identificadas las adulteraciones es necesario mencionar los resultados de
la PCR realizada con primers para ciervo rojo, en estos resultados se pudo observar
gue el 90% de los productos o carne de venado seleccionados para la investigacion
contenian ADN de ciervo rojo por lo tanto cierta cantidad de carne de venado. Si
bien no es posible por medio de la técnica utilizada saber el porcentaje presente de

cada una de las especies encontradas, si se determina su presencia.
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El caso de la muestra MV8, la cual fue la Unica que no amplifico para los primers de
ciervo rojo, adquirida como un corte de venado, puede observarse que la Unica PCR
donde presenta un amplificado es con el uso de primers para cerdo (figura 29),
mostrando que no se encontr6 ADN de venado que lograra amplificar al momento
de utilizar los primers para esta especie, esto nos lleva a concluir que el corte
obtenido pertenecia a la especie de cerdo o que debido a que la especie mas
abundante en el estado de Veracruz, de donde se obtuvo esta muestra es el
temazate rojo (Mandujano, 2010) y el ciervo rojo una es una especie abundante en

la region, esta muestra pertenezca a otra especie de venado.

Pese a que en todas las muestras se encontré al menos una carne distinta a la de
venado que era la que se estaba vendiendo, en la mayoria se identificé la presencia
de carne de venado, que es el producto que se esta vendiendo al consumidor, por

lo que este aspecto no se esta cayendo en un fraude.

De acuerdo a las normas oficiales 213-SSA1-2002 y 051-SCFI/SSA1-2010 todos
los productos de origen carnico deberan
presentar dentro de su etiquetado la lista de
ingrediente contenidos en el producto con
nombres especificos incluyendo la o las da"" €
especies de carne utilizadas para su
elaboracion asi como también mencionar los

aditivos empleados si fue el caso. Analizando

las muestras utilizadas solo dos se ellas
contaban con etiquetado (MV9 Y MV10) las

cuales solo mencionaban los ingredientes

. L Figura 33: Etiqueta de uno de los
usados para la realizacion del producto, el resto productos utilizados para la

experimentacion.

de las muestras no contaba con un etiquetado.

El poco consumo de la carne de venado atrae otras consecuencias como lo es la
adulteracion de los productos con carnes de menor precio con el fin de obtener un
beneficio econdmico para los consumidores, el uso de carnes de menor precio y

diferente composicion como lo son la de cerdo y bovino da este beneficio, una de
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las ventajas para realizar este tipo de actos sin hacérselo saber al consumidor es la
falta de etiquetado en los productos que se estan vendiendo, asi como el poco
interés por parte del consumidor para la lectura de etiquetado, la mayoria de los
productos utilizados para este proyecto fueron obtenido en los diferentes locales del
mercado de San Juan y ninguno de ellos contaba con una etiqueta adecuada para

Su venta.

Si bien la carne de cerdo o bovino encontrada dentro de los productos utilizados no
fue necesariamente utilizada para sustituir la carne de venado, es necesario hacer
saber de su uso a los consumidores, asi sera decision de ellos su consumo o ho 'y
se evitara el riesgo de gque lo consuma alguien con problemas de alergia a alguno

de los ingredientes o que por cuestiones religiosas decida no consumirlos.

México es un pais con una gran abundancia de recursos, en el caso del ciervo rojo
tiene una gran cantidad de ellos distribuidos en el centro del pais y de otras especies
en el norte la cual podria aprovecharse para su consumo y aumento de la economia
siempre y cuando se tome en cuenta el ambiente y su afectacion, por otro lado
podria darse la crianza de estos animales para uso especifico de su carne lo cual
disminuiria su costo y muy probablemente la necesidad de los productos de una
ganancia sustituyendo la carne por una de menor calidad; al disminuir el precio y
realizar una mejor distribucién de los productos el consumo de la carne de venado

podria tener un alza y dar beneficios a muchas personas.

La identificacion de adulteraciones en productos carnicos cada vez tiene mas interés
por parte de los consumidores que desean saber cudles son los verdaderos
ingredientes puestos en un producto, la realizacién de estudios de investigacion
como el presente llevan informacion a aquellas personas interesadas y esto podria
obligar a los productores a vender productos de calidad y con etiquetados claros
para todos. Realizar este estudio en un producto poco comun puede llevar al interés
de hacerlo en muchos otros productos exoticos tanto de cérnicos como de otra

indole para brindar informacién y con ello dar soluciones.
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CONCLUSIONES

El uso de programas bioinformaticos asi como de bases de datos para el
disefio de primers durante este proyecto permitid no solo una seleccion y
disefio accesible tomando en cuenta todas las caracteristicas necesarias
para el disefio de primers sino también proporciono pares de primers

especificos para la especie de interés, que en este caso fue el venado.

En el caso de las especies adulterantes (cerdo, bovino y soya) el uso de
articulos cientificos donde se probaban y utilizaban primers para estas
especies proporcionaron pares de cebadores adecuado para la

experimentacion, siendo igualmente especificos.

El uso de la herramienta BLAST para comprobar de manera tedrica la
especificidad de los primers fue de mucha utilidad, obtener los fragmentos de
ADN los cuales coincidian con los pares de primers seleccionados facilito la

determinacion de la especificad.

Eluso de la PCR no solo para la identificacion de adulteraciones sino también
para determinar la especificidad de los primers para cada especie
comprueban las multiples aplicaciones de esta técnica; obteniendo solo
amplificados en las especies de interés para cada primer respectivamente,

con dichos resultados se puede concluir que se utilizaron primers especificos.

La técnica de PCR para identificar adulteraciones en alimentos representa
muchas ventajas debido al uso de las moléculas de ADN las cuales no se
ven afectadas al adicionar otros ingredientes o someterlos a proceso a altas
0 bajas temperaturas, sin embargo esta técnica solo nos permite saber la
presencia 0 ausencia de una especie en un producto, por lo cual seria
adecuada utilizar técnicas mas avanzadas igualmente basadas en el uso de

ADN para saber el porcentaje en el que estas especies se encuentra.
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La falta de normatividad para la venta de productos y carne de animales
exoéticos como lo es la de venado permite fraudes alimentarios, si la
legislacion mexicana tomara en cuenta las caracteristicas necesarias para
gue un producto de esta indole saliera a la venta y lo plasmara en las normas
para asi proporcionar a los consumidores los ingredientes y aditivos que

utilizan para la preparacion
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ANEXOS

» Anexo 1: Disefio de primers para ciervo rojo

En las siguientes figuras se muestran los pasos seguidos para la seleccion de

primers, asi como los programas bioinformaticos y bases de datos utilizados.

En la figura 34 se puede observar la secuencia de ADN de ciervo rojo utilizada, la
cual se buscé por medio de la base de datos de NCBI y corresponde al ADN

mitocondrial de la especie, en el caso de productos carnicos es conveniente utilizar

esta seccion de ADN.
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Figura 34: Secuencia de ADN de ciervo rojo utilizada para el disefio se primers
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Figura 35: Seleccion de la secuencia de ADN mitocondrial de ciervo rojo utilizada

Una vez seleccionada la secuencia de ADN con ayuda del programa PrimerQuest
Tool se disefiaron los posibles primers los cuales se muestran en la figura 36.
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Figura 36: Opciones de pares de primers arrojadas por el programa

Segun las caracteristicas que se buscan en un primer, la figura 37 muestra los

primers seleccionado.

PrimerQuest Tool

ASSAY DILSEN | s TS

Sogemnee 3 Avvary 3 1 Doty

Parmmaten Sat Carmral PR Prmsrs nnty
Sanueece Nwwe: Sequence |
Amplhloon Leegin 421

Mant Sy [ I Ocs
Forwerd  GNGACG TUAMCATCGOUAGTA Butivw 14492 1453 n 'Y w
Soveve LAMGALUTL GG T GLLAATAA | Asttibettaw Lanvy v ¥ LY LI
Baan bl
WATET AT TMATGOCAMAA CANOCAC T SAAARTHCC TAUATOMZATATTAL ATAANATATA » MTAN
TYRATAMETTIAZALA Ab | 54 A TTINMALLD ’ (2N TALTRAA AVA TR A Ak MENCAY
L o Aia h » LA A ANTURTAMAAT IRA G AT MM WY Madionin AT -
ALIEN e ATRIBATTAM s TAATADSATA SUCUTAMAYT STUTT NS A TR AT AAMATAANGTT AN Ao
Wi [ MAMMACIATAATT ERN RAAAATATAT AN DAAA TTANY A0 { R " A L M
BRI T A ST IAMCACAART AT TAT S AMACAAMC A MUATTAL 2AL S SUTARTASS TIAMAL T IAA RGN
WL AEACTTTTITABADSATC T TTTTATARICIAY MM IV SAMCTITAL AT IO CTTICTAATAC NITS TASATA ATUTTCASTIN
SRRSO AN TR UAR I AT ANE ACA LA IN R TALIS AN DT AA LT AL OUAN SR POGRC TACAL TS TOTALT LTAM
ALALT ALCRCOBALITTATTAT SAAL ANTAR CRARGASARTTINIASTRMAL TAMMAT AT AUITMAITAL ATIANICA

Figura 37: Par de primers seleccionados para ciervo rojo
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Para comprobar la especificidad de los primers seleccionados se utilizd la
herramienta BLAST, las figuras 38 y 39 muestran el BLAST para cada primer.

e Primer frontal

O L T LRSI SDIVREN

Figura 38: Blast para primer frontal de ciervo rojo

e Primer reverso

Poparas radary VB st Ay et

Figura 39: Blast para primer reverso de ciervo rojo |
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» Anexo 2: Primers para cerdo y bovino

Para la seleccion de primers de bovino se tomé como referencia los disefiados
en el articulo (Matsunaga, 1999) el cual consistia en la identificacion de carne
en diferentes productos por medio de la técnica de PCR. Para ello disefiaron
primers frontales comunes que funcionaran para distintas especies y un primer

frontal diferente para cada especie que es el que le daria la especificidad
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Figura 40: Fragmentos comunes para los primers seleccionados. Imagen tomada
del articulo Matsunaga, 1999

» Anexo 3: Primers para soya

Para seleccionar los primers de soya utilizados nos basamos en el articulo
(Kanazawa, 1998) el buscaba secuencias que funcionaban como sitio de

recombinacién en el genoma de la soya en diferentes plantas.

» Anexo 4: Materiales para la experimentacion.

A continuacién se muestras los reactivos, equipos y materiales de laboratorio

utilizados durante la experimentacidon con su respectiva marca y modelo.
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Reactivos

o Solucion de lisis

o Enzima proteinasa K (Bioline)

o Mezcla Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (Invitrogen)
o Etanol frio

o Agua libre de nucleasas (Pisa)

o Agarosa (Labcitec)

o TAE 1X (solucion buffer) (Apex Chemical and Reagents)
o Colorante blue/orange (Promega)

o Bromuro de tidio (BRET)

o Kit master mix (Promega)

o Kit Gotaq (Promega)

o Marcador de peso molecular (Invitrogen)

Material de laboratorio

o Tubos Eppendorff
o Gradilla

o Mortero

o Navajas

o Matraz Erlenmeyer
o Probeta

o Parafilm

Equipo

o Agitador Vortex (Wisd Laboratory Instruments, Mod. VM-10)
o Balanza analitica electronica

o Micropipetas

o Espectrofotometro (Nanodrop, Mod. ND-1000)

o Termociclador (Arktik, Thermalcycler)
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o Fuente de poder (Bio-Rad, Mod. PocerPac 200 y 1000)
o Transluminador (Bio-Imaging System, Mod. DI/HD)

o Camara de electroforesis (Select Bioproducts)

o Camara fotografica (Canon, Mod. PC120)

o Termoblock (Eppendorf , Mod. 5350)

o Microcentrifuga (Eppendorf, Mod. 22331 Hamburgo)

» Anexo 5: Célculo de temperatura de hibridacion
Cerdo (Sus scrofa domesticus) y bovino (Bos taurus)
SIM: GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAA
T =[(4+13)4+ (9+12)2] -5 =105
PR cerdo: GCTGATAGTAGATTTGTGATGACCGTA
T,=[B8+3)4+(74+9)2]-5=71
PR bovino: CTAGAAAAGTGTAAGACCCGTAATATAA
T,=[65+4)4+(12+6)2—-5=67

Soya (Glycine max)
PF: AGCGGGGTAGAGTAATTG

Tn=[B8+1)4+(5+4)2] -5=49
PR: CAAGGAGCAATCGTGAGGAATAG

T, =[B8+3)4+ (9+3)2] -5=63

Ciervo rojo (Cervus elaphus)
PF: GAGACGTGAAACATCGGAGTAG

T, =[8+3)4+(8+3)2] -5=61
PR: CAAGTAGGTCTGGTGCGAATAA

T =[(7+3)4+ (74+5)2] —5=59
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