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RESUMEN

El atun en la actualidad es un alimento que esta presente en la dieta de la gran
mayoria de la poblacion mexicana, es una fuente importante de proteina de origen
animal y ademas de facil acceso a la poblacion por su bajo costo, todo esto ha
propiciado que, sin importar la marca o la presentacion del atun, tenga una gran
demanda dentro del mercado alimenticio.

El atun enlatado, sin embargo, como todo producto alimenticio procesado, es
susceptible sufrir adulteraciones con la finalidad de generar mayores ganancias
para los industriales; en este caso en la adulteracion del atun tiene lugar cuando se
sustituye parte de su masa drenada con soya. El problema de esto radica en que
puede afectarse la salud de las personas que resulten alérgicas a dicha oleaginosa
y que ademas se incurre en un fraude alimentario.

En este trabajo de investigacién se analizaron 14 muestras comerciales de atun
enlatado. Primeramente, se realizo la identificacion presencia de atun por medio de
PCR dentro de su contenido y posteriormente se realizé la identificacion de la
presencia o ausencia del adulterante (soya) también por medio de PCR.

Como resultado del esta investigacion, de todas las muestras analizadas, tres
muestras comerciales resultaron estar adulteradas con soya.

INTRODUCCION

El inicio de la pesca de atun dentro del territorio mexicano se remonta a principios
del siglo XX, comenzo en un principio con embarcaciones extranjeras que venian al
litoral mexicano a pescar para poder suplir la demanda de sus industrias, y no fue
hasta que en 1925 oficialmente se inicid la industrializacion del atun por parte de
flotas mexicanas (SAGARPA, 2015).

El desarrollo de la industria atunera en México ha representado el incremento del
abasto de un alimento de alto valor proteico, de precio accesible y de facil
distribucion incluso en zonas rurales debido a su practico empaque y a la larga vida
de anaquel que posee, esto ha permitido que el atun enlatado sea una proteina de
origen animal de facil acceso y de alto consumo (Autrey, 2015).

Existen también proteinas de origen vegetal de alto valor biolégico como el caso de
la soya, una oleaginosa rica en proteinas que cuenta con un perfil completo de
aminoacidos esenciales (Revista del consumidor, 2023). La soya a pesar de ser un
alimento con un importante valor biolégico debe de consumirse de manera
informada dado que, al ser un alérgeno alimentario, si no se tiene conocimiento de
que se esta ingiriendo podria tener como consecuencia una respuesta no favorable
del sistema inmune en las personas alérgicas (Centro Médico ABC, 2024).

Por otra parte, la Norma Oficial Mexicana NOM-051-SCFI/SSA1-2010 de
especificaciones generales de etiquetado para alimentos y bebidas no alcohélicas
preenvasados-Informacion comercial y sanitaria, nos dice que todos los



ingredientes que forman parte integral de un alimento deben de estar declarados en
su etiqueta, de no ser asi se estaria incurriendo en adulteracion y por lo tanto en un
fraude alimentario (Secretaria de Economia , 2010).

La adulteracion de alimentos procesados ha impactado a diversas industrias
alimentarias, no siendo la excepcion la industria atunera. En la actualidad existen
empresas que adulteran el atun con materias primas mas baratas, tal es el caso de
la adulteracidn con soya. La soya por ser un analogo de la carne puede pasar
desapercibida a simple vista, sin embargo, existen diferentes técnicas de analisis
para la autentificacion de especies que sirven para identificar qué o cuales especies
se encuentran presentes en un producto determinado, dichas técnicas se basan
principalmente en el estudio de componentes especificos como pueden ser las
proteinas o el ADN (Mackie, 2024). En el estudio de proteinas el analisis puede
llevarse a cabo mediante electroforesis de proteinas solubles, por separacion
mediante HPLC, o por métodos inmunoenzimaticos (Mayolo-Deloisa, 2012). Sin
embargo, en la industria alimentaria la preparacion de los alimentos complica dichos
analisis dado que como es en el caso del atun enlatado, el producto es sometido a
procesos de alta temperatura, provocando que las proteinas se desnaturalicen, algo
que no ocurre con la molécula de ADN, pues es una molécula mucho mas
termoestable a dichos tratamientos, por lo tanto no es degradada tan faciimente, de
ahi que la PCR tenga un papel crucial, pues permite amplificar regiones especificas
del ADN partiendo de una pequena fraccién de muestra obteniendo asi resultados
altamente confiables y especificos sobre la especie de interés (Aranguren-Méndez,
2009).

Por lo mencionado anteriormente, este trabajo tiene la finalidad de estudiar distintos
productos de atun enlatado que se comercializan en México e identificar mediante
pruebas de autentificacion por medio de PCR que productos de atun estan
adulterados con soya.

CAPITULO 1. Generalidades del Atun (Thunnus)

1.1 ¢ Qué es el atun?

El atun (Figura 1), es un pez 6seo del orden de los Perciformes, de la familia de los
Scombridae, del género Thunnus. Tiene un cuerpo robusto y fusiforme, con aleta
caudal falciforme y de gran tamano y de 8 a 10 pequenas aletas bajo la segunda
dorsal y detras de la anal. La region pectoral es de color blanca azulada, el dorso
es negro azulado y los flancos grisaceos con manchas blancas (DSpace , 2023).



Phylum: Chordata
Subphylum: Craniata
Superclase: Gnathostomata
Clase: Actinopterygii
Subclase: Neopterygii
Orden: Perciformes
Suborden: Scombroidei
Familia: Scombridae
Genero: Thunnus
Especie: Thunnus albacares

Figura 1. Imagen del atun (Diario Oficial de la Federacion, 2015)

Se encuentra en el espacio epipelagico del océano (Figura 2), se distribuye en los
océanos: Atlantico, Pacifico e Indico (Ruiz, 2023).

Es un pez de gran envergadura que llega a pesar en promedio de 100 a 150 kilos,
convirtiéndolo asi en un gran depredador de crustaceos, cefaldopodos y algunas
especies de peces pertenecientes a las familias Coryphaenidae, Scombridae,
Carangidae, Exocoetidae y Phosichthyidae (Ramirez, 2007).

Puede vivir entre 15 y 30 afos, realiza grandes migraciones ayudandose de sus
sensibles sentidos como la vista y el oido. Ademas, es un pez sumamente
aerodinamico, por lo que tiene gran agilidad para moverse en el agua. Algunas
especies pueden encontrarse en profundidades de hasta 380 metros (Ruiz, 2023).

Epipelagico

Sublitoral Mesopelagico

Batipelagico

4,000 m

Bentdnica

10.000 m

Figura 2. Zonas del océano segtn su profundidad (Biodiversidad mexicana, 2022)

Los atunes poseen un metabolismo muy acelerado, se comportan como animales
de sangre caliente y poseen un sistema muy eficiente para la extraccion de oxigeno
disuelto en el mar. Razén por la cual, a diferencia de otras especies, los atunes no
estan confinados a zonas restringidas del mar, ni se encuentran ligadas a
caracteristicas fijas del océano (Jimenez, 2023).



Otra caracteristica importante de los atunes es su tendencia a formar cardumenes
asociandose con otras especies de atun e incluso con otras especies de mamiferos
marinos como el delfin. De no presentarse esta asociacion, la densidad del atun en
areas de distribucion tan grandes seria solo de unos cuantos peces por metro
cuadrado de agua (Jimenez, 2023).

1.2 Antecedentes

La pesca y consumo de atun se encuentra documentada en el Mar Mediterraneo
desde los tiempos de los griegos, los fenicios y los romanos.

Los fenicios (700 a.C.), como pueblo colonizador, tuvieron una gran importancia en
el comercio del atun, sobre todo debido a las necesidades de sus flotas y
tripulaciones, abrieron rutas comerciales por el litoral mediterraneo y fundaron
diferentes colonias, muchas de ellas muy proximas a zonas de abundante sal para
la conservacion del pescado (Martinez, 2023).

La produccidn de salazones de pescado crecido hasta lograr un alto nivel de
industrializacion, el maximo prestigio historico del atun llegd en época del Imperio
romano en el ano 27 a.C. Como ejemplo de su popularidad, dio como resultado la
acuiacion de su imagen en el dorso de las monedas (BALFEGO, 2012). Los
romanos tenian una gran admiracion hacia el atun, lo consumian ya que decian que
tenia propiedades que estimulaban el apetito y que tenia caracteristicas curativas y
alimentarias importantes (Martinez, 2023).

Los arabes (712 d.C.) siguieron con la pesca del atun, con el sistema de la jabega,
tirando de una red desde la costa, sin embargo, cuando fueron expulsados de las
tierras y zonas de pesca, la explotacion del atun paso a manos de la nobleza
cristiana, siendo estos los responsables de su control y defensa ante los ataques y
saqueos de los piratas. En esta época el atun era cargado en galeones haciendo
cuatro o cinco viajes al afo, un galedn solia llevar unos treinta barriles grandes de
atun blanco, unos sesenta barriles grandes de badan o tronco de atuny unos
cuatrocientos quintalefos, por lo que podrian llevar cien mil kilos, equivalente a
quinientos atunes de unos doscientos kilos cada uno (Martinez, 2023).

En la actualidad la pesca de los tunidos se realiza a mar abierto y con una tecnologia
impresionante, ya que son barcos especializados, de mucho mayor capacidad,
donde se congela el atun hasta su desembarque para mantenerlo fresco, evitando
asi que este se descomponga.

1.3 Inicio de la pesca de atun en México

En México, la actividad atunera comenzé a principios del siglo XX con pescadores
portugueses los cuales operaban cerca de las costas de California, en Estados
Unidos y en Baja California, México. A pesar de que parte del atin era pescado en
territorio mexicano, todo era manufacturado en San Pedro, California y no fue hasta
que, en 1925, en Ensenada comenzé oficialmente el enlatado de atun en las
empacadoras Planta Nacional de Productos Marinos y Compafia de Productos
Marinos S.A., de Cabo San Lucas.



Dicha flota productora de atun establecida en el puerto de Ensenada comenzo6 a
crecer en tamano, capacidad y en tecnologia, gracias a la demanda que comenzé
a tener, dando como resultado el desplazamiento hacia otras zonas del pais como
la zona sur y la zona oeste. Finalmente, y como resultado de la expansion de la
pesca, se empez0 a capturar una gran variedad de tunidos dentro de la zona como
el atun aleta amarilla y el barrilete mediante la utilizacion de la red de cerco, siendo
estas dos especies las mas utilizadas para la produccion de atun enlatado
(Simanek, 2008).

1.4 Tipos de atun

La familia de los escombridos esta dividida en 15 géneros y 49 especies de peces
oceanicos epipelagicos, entre los cuales se encuentran los Atunes, Bonitos vy
Macarelas, que se distribuyen en practicamente todos los mares del mundo.

Las principales especies explotadas son el atun aleta azul: Thunnus thynnus, la
albacora: Thunnus alalunga, el patudo: Thunnus obesus, atun aleta amarilla:
Thunnus albacares y el barrilete: Katsuwonus pelamis. Estas especies (figura 3,4y
5), son las mas importantes desde el punto de vista comercial, ya que representan
cerca del 80 por ciento de las capturas mundiales de tunidos, ademas de ellas
también existen pesquerias bien desarrolladas de atun aleta azul del sur (Thunnus
macoyil), especie exclusiva del hemisferio sur y atun aleta negra (Thunnus
atlanticus) especie exclusiva del Océano Atlantico (Jimenez, 2023).

1 Ay .
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Te

ollo mduma: Mds de 300 cm. (en el Atidntlco)
En ai poeifico Orlental do 40 - 150 cm.

Normal 40- (10 ¢
g — J o Abmeers

Figura 3. Tipos de atunes: Thunnus thynnus y Thunnus alalunga (Jimenez, 2023)
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Figura 5. Tipos de atunes: Katsuwonus pelamis y Thunnus atlanticus (Jimenez, 2023).

A continuacidon, se muestra el cuadro 1 de las especies ya mencionadas, que
describe las principales caracteristicas de cada uno de ellos:

Cuadro 1. Principales especies de atun (Esencia del mar, 2023)

Aspecto

Tamano y Peso

Area Geogréfica

Thunnus albacares (Atln aleta amarilla)

Thunnus alalunga (Atan blanco o Bonito
del Norte)

Thunnus thynnus (Atan rojo)

Thunnus orientalis (Atan patudo)
Thunnus maccoyii (Atan de aleta azul)
Thunnus tonggol (Atan de aleta negra)

Thunnus atlanticus (Bonito del sur)

Thunnus obesus (At(n aleta negra)

1.5 Partes del atun

Cuerpo robusto y
aerodindmico

Forma esbelta y alargada
Grande y musculoso

Similar al aleta amarilla

Cuerpo robusto y musculoso

Estilizado

Cuerpo
alargaco

compacto

Aleta dorsal més larga

y Hasta 1 metro, clrededor de 10

Hasta 2.5 metros, mas de 180 Océanos  Atldntico,  indico,

kg Pacifico

Hasta 1.4 metros, dlrededor de B P -
Océanos Atldntico, Pacifico

45kg

Hasta 3 metros, mds de 600 kg Atlantico, Mediterraneo
Océanos  Atlantico,  indico,

Hasta 2 metros, mas de 200 kg o :
Pacifico

Hasta 2.5 metros, mds de 200 Océanos  Atldntico,  indico,

kg Pacifico
Hasta 1.2 metros, alrededor de . o -
20 kg Océano Indico, Pacifico

ko Océanos Atldntico, Pacifico

- Atléntico, indico, Pacifico

El atuin comparte caracteristicas morfolégicas en comun con algunas especies de
peces vertebrados marinos como lo son las aletas, las branquias y la cola, no
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obstante, la familia Scombridae, especificamente el género Thunnus tiene partes
especificas que se describen a continuacion:

> La cabeza

Cogote

Contracogote o !

contramormo ., //{Jff@‘ ; 2
e =X
e @O -

yr

g ¥

B

\ __\"‘

> ~ ™ Galot
Figura 6. Elementos que forman parte de la cabeza del atun (BALFEGO, 2012)

Cuadro 2. Elementos que forman parte de la cabeza del atun (BALFEGO, 2012)

Consiste en dos piezas simétricas situadas en la
parte superior de la cabeza del atun que nacen

Morrillo en la parte de atras y se van estrechando hacia
la frente hasta casi llegar a las fosas nasales. De
carne muy grasa y bastante fibrosa.

Consiste en dos piezas simétricas y situadas
Cogote o mormo justo debajo del morrillo por la parte de atras de
la cabeza.

Consiste en dos piezas simétricas a continuacion
del mormo y que también estan debajo del
Contracogote o contramormo morrillo. Casi llegan hasta las fosas nasales.

Es la parte interna de la cara del atun situada
Carrillera alrededor de la zona auditiva del atun.

Galet Membrana gelatinosa que esta junto y los ojos.

Pieza de espina y cartilago con carne interior,
Parpatana situada entre la cabeza y el cuerpo.

Pieza de musculo situada en la zona lateral, por
debajo de la mejilla. Es una prolongacién de los

Oreja musculos que unen la cabeza con el vientre del
atun.



» Lomo superior

Cuadro 3. Elementos que forman parte del lomo superior del atun (BALFEGO, 2012)

Plato o lomo

Descarga

Filete

Espineta negra

Cola negra

Sangre negra

> Lomo inferior

Pieza de carne que forma todo el lomo de atun de
la aleta dorsal hasta la espina, recorriendo el
exterior.

Parte interior del plato o lomo, nace de la espina
central o espineta y no llega hasta la aleta dorsal.
Se encuentra pegada al lomo.

Es una tira muscular muy fina que se encuentra
pegada al plato por la parte superior y por debajo
de la espineta negra, muchas veces no se separa
y por lo tanto queda incorporada en el plato.

Dos filetes muy finos pegados sobre el lomo que
recorren el pescado longitudinalmente de la
cabeza hasta la cola.

Es la parte final del lomo del atun. En este caso
no se distinguen dos zonas como en el plato y la
descarga, sino que va de la espina a la piel.

Parte oscura que crece a ambos lados de la
columna vertebral y va de la cabeza hasta que
empieza la espineta negra.

Cuadro 4. Elementos que forman parte del lomo inferior del atun (BALFEGO, 2012)

Ventresca

Parte del vientre que recorre todo el exterior y se
caracteriza porque la grasa se encuentra en
forma de vetas entre la carne.



Tarantelo

Es una pieza triangular situada entre la espina y
la ventresca y que esta por fuera del descargado.
Es el equivalente al plato superior pero sélo por
la parte donde no hay la ventresca.

Es el equivalente a la descarga, pero de la parte
blanca. las dos partes estan separadas por la

Descargado espina y la sangre negra. Esta situada entre la

espina dorsal y recubierta por la ventresca y el
tarantelo.

Espineta blanca El equivalente a la espineta negra.

Es la continuacion del lomo blanco, o sea

Cola blanca después del tarantelo y hasta la aleta caudal.

Plato o lomo Cola negra

' Cola blanca

Tarantelo

/8 -
7 >
—‘/}

Descargado B " Ventresca

Figura 7. Elementos constitutivos que forman parte integral del atin (BALFEGO, 2012)



> Visceras

Cuadro 5. Elementos que forman parte de las visceras del atun (BALFEGO, 2012)

Las integran las huevas del atun en grano (saco
ovarico) o las huevas del atun de leche (bolsa

Visceras espermatica), segun sea el caso, el estbmago o
tripas (buche), el corazén y el higado.

Corazon

Huevas

h
N

Higado

Estomago
Cogote

Figura 8. Visceras del atun (BALFEGO, 2012)

1.6 Caracteristicas del atun aleta amarilla

El atun aleta amarilla, también conocido como “yellowfin” en inglés, es uno de los
atunes mas populares en la industria pesquera, en México la mayoria de las
industrias atuneras comercializadoras de atun enlatado y sus derivados, utilizan
esta especie como materia prima.

Se caracteriza por su cuerpo robusto y aerodinamico, de color azul oscuro en la
parte superior y plateado en los costados y el vientre. Los ejemplares
adultos pueden alcanzar una longitud de hasta 2.5 metros y pesar mas de 180
kilogramos. Su area geografica abarca los océanos Atlantico, indico y Pacifico
(Esencia del mar, 2023).
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Figura 9. Atun aleta amarilla (Planet tuna, 2020)

1.7 Contexto econémico

1.7.1 Produccion Nacional

Segun datos de la (CONAPESCA, 2023), la produccién de atun aleta amarilla en
México ha ido en aumento durante los ultimos 5 afios. Siendo que en el afio 2017
la produccion de éste tunido fue de 84, 941 toneladas de atun en peso vivo y que
ahora se tiene registro que en el afo 2022 la produccion total fue de 120, 227
toneladas dando como resultado un aumento del 41.5 % en la produccién nacional.

A continuacion, en la figura 10 se muestra el grafico de la produccion de atun aleta
amarilla, construido con los datos obtenidos de CONAPESCA (2023).

Volumen de produccién de atun aleta
amarilla en México
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-

Toneladas de atun aleta amarilla

Figura 10. Produccion de atun aleta amarilla, elaboracién propia con datos obtenidos de
(CONAPESCA, 2023)

Se sabe que 8 de cada 10 atunes capturados sean Aleta Amarilla y que los estados
de la republica mexicana que lideran produccion de este pez son: Sinaloa, Colima
y Chiapas (SAGARPA, 2015), con una produccion promedio durante los ultimos 5
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afos de 72, 343 toneladas; 15, 164 toneladas y 13, 530 toneladas respectivamente;
siendo el estado de Sinaloa quien lidera (CONAPESCA, 2023).

Figura 11. Mapa de la republica mexicana con los principales estados productores de
atun Aleta amatrilla (CULTURA MEXICANA, 2023)

1.7.2 Exportaciones

En los ultimos 10 afios, México ha generado una produccion promedio de 138 mil
363 toneladas de atun por afo, lo que lo ubica como el décimo tercer mayor
productor mundial de atun, con una exportacién de casi 40 mil toneladas de atun
anuales. El valor de estas exportaciones ha logrado alcanzar 100 millones de
dolares. México exporta atun a Estados Unidos, Corea del Sur y Espafia, este ultimo
es el mayor consumidor del atun mexicano. Mientras, Costa Rica y Belice se estan
convirtiendo en potenciales destinos para la venta del atun mexicano (Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2016).

1.7.3 Consumo per capita

A nivel mundial, el pescado proporciond el 6.7 por ciento de todas las proteinas
consumidas por los seres humanos. La produccion mundial total de la pesca de
captura en 2014 ascendio a 93,4 millones de toneladas, incluyendo las capturas en
aguas continentales, un volumen ligeramente superior al de los dos afios anteriores.
El consumo mundial de pescado per capita superd los 20 kilogramos anuales,
gracias a los mayores suministros procedentes de la acuicultura, a la fortaleza de la
demanda y las capturas récord de algunas especies clave como el atun (FAO,
2016).
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1.8 Aporte nutricional

Ademas de la importancia que tiene el atun hablando en términos econdémicos,
también destaca por sus propiedades nutrimentales para el ser humano, ya que es
una fuente de proteinas con alto valor biolégico contiene grasas saludables como el
omega 3, vitaminas como la B1, B2 y B3 y minerales como potasio, fésforo,
magnesio, calcio, hierro y sodio. Ademas, cabe mencionar que este tipo de pescado,
conocido como azul, es de facil digestion; mucho mas que el resto de las carnes
(Revista del consumidor, 2012).

El cuadro 6 muestra una tabla nutricional completa del atun por cada 100 g, con el
aporte nutricional que incluye a las vitaminas y minerales esenciales.

Cuadro 6. Composicion nutrimental atun aleta amarilla (USDA, 2019)

Nombre Cantidad Unidad
Agua 74 gramo zinc, zinc 0,37 mg
Energia 109 calorias Cobre 0.036 mg
Energia 454 kJ Manganeso 0.011 mg
Proteina 24.4 gramo Selenio, Se 90,6 ug
Lipidos totales 0,49 gramo Vitamina C, acido as 0 mg
(grasas) carbico total,
Ceniza 1,64 gramo

tiamina 0.118 mg
Carbohidratos, por 1] gramao
diferencia. Riboflavina 0,115 mg

niacina 18.5 mg
Fibra dietética total 0 gramo

Acido pantaténico 0,28  mg

Vitamina B-6 0.933 mg
Aziicares totales 0  gramo

Folato, total p HE

Acido félico 1] HE
Calcio El mg
Hierro, Fe 0,77 mg

falato, camicda 2 HE
Magnesio, Mg 35 mg

Folato, DFE 2 Hg
Fasfora, P 278 mg

colina, total sesentay  mg
Potasio, K 441 mg cinco
Sodio Na 45 mg Vitamina B12 2.08 Mg
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1.9 Atdn enlatado

1.9.1 Ingredientes que forman parte del atun enlatado

Existen multiples presentaciones dentro del atun procesado, que puede ser
unicamente atun ya sea compacto, en trozos, en hojuelas, desmenuzado o con
ingredientes adicionales como lo son verduras o soya.

En México, la Secretaria de Economia marca los estandares que los industriales
deben de cumplir para la produccion de este alimento. A continuacion, se describen
los ingredientes del atun enlatado segun la Norma Oficial Mexicana: NOM-235-SE-
2020, Atun y bonita preenvasados-Denominacién-Especificaciones-Informacion
comercial y métodos de prueba.

e Masa drenada:

Cantidad de atun o bonita e ingredientes opcionales que representa el contenido
de un envase después de que el liquido ha sido removido por un método
prescrito dentro de esta norma.

e Ingredientes opcionales:

El atun o bonita preenvasados pueden contener hasta 50% m/m de la masa
drenada de los siguientes ingredientes opcionales: Soya, verdura, leguminosas,
chile, mayonesa o aderezos, ensalada o mezcla de verduras, otros ingredientes.

e Medio de cobertura:

Es aquel liquido que ha sido adicionado al atun o bonita preenvasados en
recipientes de cierre hermético y sometidos a tratamiento térmico dentro de su
envase.

e Caldo vegetal:

Aquel caldo que se prepara a partir de extractos de uno o mas de los siguientes
vegetales o leguminosas: ajo, apio, cebolla, chicharo, col, espinaca, soya,
lenteja, papa, perejil, pimiento, tomate, zanahoria, entre otros.

1.9.2 Medios de cobertura para el atin enlatado segun la NOM-235-SE-2020
Los medios de cobertura prescritos dentro de esta norma son:

l. Aceite de oliva:
Se debe declarar este medio de cobertura cuando exclusivamente los
productos sean acompanados de aceite de oliva y puede ser mezclado
con sazonadores o esencias de hierbas, mezcla vitaminica o algun otro
similar, sin mezclar con otros aceites vegetales, considerando el
agua que desprende el pescado naturalmente en el proceso térmico.

Il. Aceite:
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Se debe declarar este medio de cobertura cuando exclusivamente los
productos sean acompanados de aceite vegetal y puede ser mezclado
con sazonadores 0 esencias de hierbas, mezcla vitaminica o algun otro
similar, considerando el agua que desprende el pescado naturalmente en
el proceso térmico.

. Aceite con agua:
Se debe declarar este medio de cobertura cuando exista una mezcla o
combinacion entre aceite vegetal y agua, y pueden ser mezclados con
sazonadores o esencias de hierbas, mezcla vitaminica o algun otro
similar, siendo el contenido de aceite vegetal mayor al 51% del medio
de cobertura en el envase.

V. Agua con aceite:
Se debe declarar este medio de cobertura cuando exista una mezcla o
combinacion entre agua y aceite vegetal, y pueden ser mezclados con
sazonadores o0 esencias de hierbas, mezcla vitaminica o algun otro
similar, siendo el contenido de agua mayor al 51% del medio de cobertura
en el envase.

V. Agua:
Se debe declarar este medio de cobertura cuando exclusivamente los
productos vayan acompafados de agua y pueden ser mezclados con
sazonadores o0 esencias de hierbas, mezcla vitaminica o algun otro
similar.

1.9.3 Formas de presentacién del atun enlatado

A continuacion, se describen las formas de presentacion del atun enlatado segun la
Norma Oficial Mexicana: NOM-235-SE-2020, Atun y bonita preenvasados-
Denominacién-Especificaciones-Informacion comercial y métodos de prueba.

» Compacto o sélido: Figura 12

El pescado debe estar cortado en segmentos transversales (con o sin piel).
La proporcién de hojuelas o trozos sueltos no se permite rebasar el 18% de
la masa drenada del envase.

Figura 12. Atin compacto (Revista del consumidor, 2019)
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» En trozos o tronchos: Figura 13

Pedazos con una longitud minima de 1,2 cm en cada lado, que mantienen la
estructura original del musculo. La proporcién de hojuelas o trozos inferiores
a 1,2 cm no se permite rebasar el 30% de la masa drenada.

Figura 13. Atun en trozos (Revista del consumidor, 2019)

» En hojuelas: Figura 14

Mezclas de particulas y pedazos, en donde la mayor parte de éstos tienen
como maximo 1,2 cm de longitud. La proporcién de trozos de pescado de
dimensiones inferiores a 1,2 cm rebasa el 30% de la masa drenada.

Figura 14. Atin en hojuelas (Revista del consumidor, 2019)

» Triturado o desmenuzado: Figura 15

Una mezcla de particulas de pescado reducidas a dimensiones uniformes,
en la cual las particulas estan separadas y no forman una pasta.
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Figura 15. Atun triturado o desmenuzado (Revista del consumidor, 2019)

» Otras presentaciones

Se permite cualquier otra presentacion, como el ahumado, siempre y cuando
sea suficientemente distinta de las presentaciones estipuladas en la presente
Norma Oficial Mexicana, satisfaga todos los requisitos y describa la
informacion comercial, de tal manera que no induzca al consumidor a
errores ni enganos.

1.10 Adulteracién de atun enlatado con soya

1.10.1 ; Qué es una adulteracion?
Es la alteracion o eliminacién de la calidad y pureza de un producto por agregacion
de algo que le es ajeno o impropio (Oxford Languages , 2023).

Segun la Ley General de Salud (LGS) articulo 206, se considera un producto
adulterado cuando:

l. Su naturaleza y composicion no correspondan a aquéllas con que se
etiquete, anuncie, expenda, suministre o cuando no corresponda a las
especificaciones de su autorizacion.

Il. Haya sufrido tratamiento que disimule su alteracion, se encubran defectos
en su proceso o en la calidad sanitaria de las materias primas utilizadas
(Ley General de Salud, 2023).

1.10.2 Adulteracién alimentaria y su clasificaciéon

Implica la alteracion de un alimento y, en consecuencia, afecta la calidad
alimentaria, aunque la inocuidad del alimento puede no verse afectada; la
adulteracién puede ser intencional o no intencional, e incluso, desconocida por
quienes producen el alimento (Escobar, 2023).

> Adulteracion intencional:

Inclusién de sustancias de calidad inferior, generalmente por motivos
economicos, con propiedades similares a los alimentos a los cuales se les
esta adicionando. Son dificiles de detectar. El adulterante puede ser de
naturaleza fisica, quimica o bioldgica. Es considerado un fraude (Escobar,
2023).
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> Adulteracion no intencional:

Inclusion de sustancias no deseadas debido a desconocimiento, negligencia
o falta de capacidades higiénicas durante el procesamiento, como por
ejemplo bacterias, hongos, polvo, entre otras (Escobar, 2023).

» Adulteracion motivada econémicamente (AME):

Es considerado un subconjunto del fraude alimentario. Es la sustitucion o
adicion intencional de una sustancia en un producto con el propésito de
aumentar el valor aparente del producto o reducir el costo de su produccién
para obtener ganancias econémicas (Escobar, 2023).

La figura 16 muestra en conjunto el tipo de adulteraciones que existen y el dafio en
el que incurren cuando se llevan a cabo:

Adulteraciones y
falsificaciones
Motivos econémicos

Fraude
Alimentario

Contaminacién
Intencionada

Adul

Contaminacién ue provoquen dafio en la salud
Accidental L 1

Adul . accidentales/ no
intencionales

Motivos ideolégicos

Riesgos- ETAs

Figura 16. Tipos de adulteraciones: Accidental e Intencionada (Rojas, 2019)

1.10.3 Soya texturizada, el adulterante perfecto

1.10.3.1 { Qué es la soya?

La soya (Glycine max) es una oleaginosa de la familia de las papilionaceas que
procede de la especie Glycine ussuriensis. Algunas investigaciones registran su
existencia en China hace ya mas de 5000 anos y su uso como alimento en esa
nacion se documenta en 2800 a. C. (Servicio de Informaciéon Agroalimentaria y
Pesquera, 2017).
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Es una fuente rica en grasas saludables y es la fuente mas abundante y valiosa de
proteinas vegetales, ya que cuenta con un alto contenido de aminoacidos
esenciales que representan beneficios importantes para la salud (Jiménez, 2016).

Figura 17. Vaina de soya (Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera , 2017)

1.10.3.2 Aporte nutricional

La soya es un alimento rico en proteinas, carbohidratos y lipidos, siendo el
contenido proteico el de mayor relevancia en este caso. El valor nutritivo de las
proteinas se basa en tres factores principales:

- La cantidad de proteina que el alimento aporta

- Perfil de aminoacidos esenciales que contiene

- Digestibilidad y requerimiento de aminoacidos esenciales para el organismo.
(La digestibilidad de una proteina se define como el porcentaje que es
absorbido por el organismo después de la ingestion) (Jiménez, 2016).

En este caso, la soya cuenta con el perfil completo de aminoacidos esenciales
requeridos en la nutricibn humana: isoleucina, leucina, lisina, metionina y cisteina,
fenilalanina, tirosina, treonina, triptéfano, valina e histidina. (Jiménez, 2016).

El cuadro 7 muestra el aporte nutricional de la soya texturizada por cada 100 gramos
de producto.
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Cuadro 7. Composicién nutrimental de la soya (USDA, 2019)

Nombre Cantidad Unidad
Agua 8.54 gramo zing, zinc 4,89 mg
Energia 446  calorias ~ Cobre 1,66 mg
Energia 1870  kJ Manganeso 252 mg
Proteina 36,5 gramo Selenio, Se 17.8 Hg
Lipidos totales 19.9 gramo V{lamma C, acido as- 6 mg
carbico total.
(grasas)
) tiamina 0,874 mg
Ceniza 4,87 gramo
) Riboflavina 0,87 mg
Carbohidratos, por 30.2  gramo
diferencia. niacina 162 mg
Fibra dietética total 9.3  gramo Acido pantoténico 0,793 mg
Azicares totales 7.33 gramo \itamina B-6 0,377 mg
Folato, total 375 114
Calcio 277 mg Acido félico 0 ug
Hierro, Fe 15.7 mg
Magnesio, Mg 280 mg folato, comida 375 HE
Fasfaro, P T04 mg Folato, DFE 375 114
Potasio, K 1800 mg colina, total 116 mg
Sodio Na 2 mg Betaina 2.1 mg
zing, zinc 4,89 mg Vitamina B12 0 Hg

1.10.3.3 ;Qué es la soya texturizada?

La soya texturizada (Figura 22), es un producto que se obtiene a partir de la
extrusion de granos de soya previamente desgrasados y sin piel, por la aplicacién
de calor, humedad y presién en una maquina extrusora. Se trata de un procesado
libre de aditivos quimicos y colorantes. En este proceso se modifica la estructura de
la proteina de soya para obtener un producto compacto que cuando se hidrata, se
puede emplear en diversos usos en la industria alimenticia, por ejemplo, en los
productos carnicos (Secretaria de Economia, 2018). Esto debido a su semejanza
con la consistencia de la carne: Producto de la separacién de las moléculas de
proteinas ante el tratamiento recibido y posterior unién (The Food Tech, 2020).
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Figura 18. Soya texturizada deshidratada (izquierda) y soya texturizada hidratada
(derecha) (Mayoreo online, 2023)

1.10.3.4 Propiedades funcionales de la soya texturizada

La soja texturizada tiene varios beneficios, como el control de los sabores amargos,
una adecuada homogeneizacion con otros ingredientes, incluidos colorantes,
productos quimicos u otros aditivos (Zepeda, 2023).

El papel de la proteina de soya en diferentes sistemas alimentarios y su uso como
un ingrediente funcional, depende, principalmente, de sus propiedades
fisicoquimicas, que estan gobernadas por sus atributos estructurales y de
conformacion (Jiménez, 2016).

Diferentes sistemas de alimentos requieren de proteinas de soya con diferentes
propiedades funcionales, por ejemplo:

La solubilidad de la proteina de soya que es muy importante en la produccion de
leche y tofu. La capacidad para ayudar en la formaciéon y estabilizacién de
emulsiones que es indispensable en diversas aplicaciones en alimentos, incluyendo
la elaboracion de mayonesas, aderezos para ensaladas y carne molida. La gelacion
que es la base para el empleo de la proteina de soya en embutidos y en la
elaboracién de productos tradicionales como el tofu y la nata de soya (Jiménez,
2016).

El uso de los texturizados es muy variado en los alimentos debido a las
caracteristicas funcionales que poseen: capacidad de retencién de agua y retencion
de grasa. Se utilizan en la elaboracién de embutidos, pescados enlatados y una
gama de guisados tan amplia como la de las carnes de cualquier tipo debido a que
una vez que se hidrata y prepara, resulta de semejante textura a la de la carne
(Secretaria de Economia, 2018).

La capacidad de retencidon de agua tiene que ver con la cantidad de agua que las
moléculas de la proteina de soya pueden retener y es muy importante en la
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produccion de analogos de carne, debido a que afecta la textura, la jugosidad y el
sabor (Jiménez, 2016).

Se sabe que la soya texturizada una vez hidratada y cocida, es capaz de absorber
hasta tres veces su propio y que, ademas, se puede incorporar a un producto
carnico desde un 1.5% hasta un 100% para obtener un analogo a la carne (Zepeda,
2023).

1.10.3.5 ¢ En qué parte del proceso de elaboracion de atun enlatado se lleva a
cabo la adulteraciéon?

A continuacion, se muestra el diagrama de flujo de la produccién de atun enlatado
que esquematiza el proceso de elaboracion:

RECEPCION -11°C
CONSERVACION -18°C
CLASIFICACION Por peso y por tamafio
Recirculacion de agua N .
potable clorada — s  DESCONGELACION 2 °C

Visceras, cabeza y

ESVICERADOY CORTE —— cola

Agua potable _— LAVADO
Vapor saturado — COCCION 60 °C
ENFRIAMIENTO 30°C
Espinas, piel y elementos
LIMPIEZA —* no correspondientes  al
lomo
DESMENUZADO

1° Carne de lomo de atln

2% Ingredientes opcionales

3* Medio de cobertura ——» LLENADO
4% Caldo vegetal

SELLADO Al vacio y herméticamente
ESTERILIZACION 121*C
ALMACENAMIENTO Temperatura ambignte

Figura 19. Diagrama de proceso de elaboracion de atun enlatado (Carbajal, 2023)
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En el diagrama de la figura 19 se pueden observar las distintas operaciones
unitarias que se llevan a cabo para la elaboracion del atun enlatado, que van desde
la recepcion del pez y almacenamiento inicial, el eviscerado, la coccion y el
desmenuzado, hasta el llenado, el sellado y el esterilizado de las latas. Dichas
operaciones son criticas e imprescindibles dentro del proceso de elaboracion ya que
permiten que se realice de forma exitosa esta conserva y asi pueda llegar al
consumidor en buen estado, en las mejores condiciones para su consumo, siendo
un alimento inocuo y con un importante aporte nutricional.

No obstante, existen industrias atuneras que de forma intencionada y sin declararlo
en la etiqueta, sustituyen una fraccién de atun por soya, adulterando asi el producto.
Esta adulteracion se lleva a cabo después de que el atun es desmenuzado y antes
de ser vaciado en las latas, ya que, para poder disimular la soya dentro del atun, se
mezcla y se homogeniza perfectamente, siendo imposible detectar dicha sustituciéon
a simple vista, de ahi la importancia de hacer un analisis especializado para detectar
posibles alteraciones al producto.

A continuacion, en la figura 20 se muestra de manera ilustrativa el proceso de
elaboracion de atun enlatado y encerrado en un cuadro rojo la etapa critica en donde
tiene cabida la adulteracion.

T A

Captura en Descarga en Almacenamlento
alta mar tanques en frio

simee 52 S B

Almacenamiento
Rociado con agua Precocinado Descabezado

en frio del atdn y eviscerado
-

\ \1: =

Limpieza de los lomos Desmenuzado y llenado
de las latas

eooew: J 4—

Tapado y sellado de latas Adicion de liquido de cobertura

s
—

ERNEE, .
& e

I 1 n
|—"="7— el

o e T ([
Etiquetado

Descongelado

Esterilizacién Periodo de
en autoclave cuarentena

Almacenamiento
final

Figura 20. Proceso de elaboracion de atun enlatado (DSpace , 2023)
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1.10.3.6 Impacto de la presencia de soya en la caracteristicas organolépticas
del atun

En el caso del atun con soya, la soya texturizada primero es hidratada y
posteriormente es mezclada con la carne generar una distribucion homogénea. Si
todo el proceso se realiza adecuadamente y si no se usa exceso de proteina de
soya, la mezcla resulta en un producto casi idéntico al original, por lo que depende
de la cantidad de soya que se le agregue, si las propiedades originales del atun se
ven modificadas o no (The Food Tech, 2020).

Cuando existe un exceso de soya puede haber disminucién del sabor original,
cambios de color e incluso cambios en la textura del producto (Zepeda, 2023).

1.10.3.7 Impacto econémico de la adulteraciéon de atun enlatado con soya

En este caso la adulteracidn se da por motivos econdmicos. La soya al ser una
materia prima de menor costo que el atun, permite generar una mayor ganancia e
inclusive también permite generar estrategia de ventas, logrando proporcionar
mejores precios sin perder ganancias, creando asi ventaja sobre la competencia
(Sandoval, 2023).

En este caso, se consulté el precio del atun fresco en Chedraui en linea y de la soya
texturizada en mayoreo online, para octubre de 2023, con el objetivo de conocer el
costo de ambas materias primas.

Como se muestra a continuacion en las figuras 26 y 27, el precio por kilo del atun
es 3.2 veces mayor comparado con el de la soya, comprobando que la soya
texturizada es una materia prima mucho mas barata y por lo tanto, mucho mas
accesible para comprar.

Vendido y entregado por:
Chedraui

$79.00

b;i;i_Chegtl‘aml:li 2Qué estds buscando?

ado [ Carnes, Pescacos Y Mariscos [ Pescados | Atun Fresco por Kg

Productos Frescos

Atun Fresco por Kg

"o

Informacién
Especie fresca, ideal para una alimentacion sana y nutritiva
Caracteristicas Importantes

* Alto grado de frescura

« Rico en 4cidos grasos insaturados.

« Alimento rico en proteinas de alto valor biolégico
* Altoen complejo B

« Contiene vitaminas y minerales esenciales.

Figura 21. Costo del atun fresco por kilogramo (Chedraui, 2023)
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Soya texturizada
(bulto 15 kg)

DISPONIBILIDAD: IN STOCK
VENDEDOR: RUISENOR
TAX INCLUDED. SHIPPING CALCULATED AT CHECKOUT.

Precio Mayoreo

Importe del bulto con 15
kg $320.00 el kilo le sale a

$21.33
. 4

PRESENTACION: Importe de 5 kg $120.00

el kilo le sale a $24.00

$27.00 1 kg

CANTIDAD: - 1 +

Importe: $ 320.00

[2) AGREGAR AL CARRO
O

Figura 22. Costo del kilogramo de soya por mayoreo (Mayoreo online, 2023)

1.11 Importancia de determinar la presencia o ausencia de soya en el atun
enlatado

1.11.1 Efectos adversos en la salud de los consumidores alérgicos a la soya
Para la mayoria del publico general, el consumo de alimentos es inofensivo. Sin
embargo, existen personas que son alérgicas a algunos alimentos como: El
pescado, la mostaza, la nuez, el gluten, los mariscos, la soya, el cacahuate, el
huevo, etc. por lo que deben de evitar consumirlos en su dieta. La soja es uno de
los llamados “ocho grandes alérgenos” cuyo uso esta regulado en la Uniéon Europea
(UE). Por este motivo debe especificarse como ingrediente en la etiqueta de los
alimentos en casi todos los paises del mundo (r-biopharm, 2023).
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Mostaza Nueces de arbol Peanut Pescado Sésamo Soja

Figura 23. Alérgenos alimentarios (r-biopharm, 2023)

Como en cualquier reaccién alérgica alimentaria, en la alergia a la soya el sistema
inmunologico desata un proceso andomalo en donde las proteinas que contiene la
soya se perciben como agentes peligrosos que deben ser atacados, por lo que se
libera en la sangre un caudal de sustancias quimicas que provocan una
sintomatologia diversa, que puede ir desde la leve, moderada o de gravedad
extrema, que si llega a acontecer un choque anafilactico, se puede poner en peligro
la vida (Centro Médico ABC, 2024) .

Los sintomas que puede desarrollar la persona alérgica son los siguientes:

Inflamacion de diversas areas corporales como: cara, labios, lengua, garganta,
sensacion de hormigueo en los labios, comezon, sarpullido, enrojecimiento cutaneo,
ruidos y sibilancias al respirar, conjuntivitis, mucosidad nasal, nariz congestionada,
problemas para respirar, colicos abdominales, episodios diarreicos, nausea, vémito
(Centro Médico ABC, 2024).

Sistema nervioso central
» Aturdimiento
+ Pérdida de conciencia

« Confusién «—— Hinchazén de la conjuntiva

% . Rinorrea
¥ 225;3 :dcabeza . Hinchazon de labios, lengua y/o garganta
Sistema respiratorio /"/ P 1 -
« Dificultad para respirar / LA e =
» Sibilancias o estridor ( | \\ — // \\ Sistema circulatorio
+ Ronquera ‘\_ i J \ .| /.} &3 | | +Frecuencia cardiaca rapida o lenta
+ Dolor al tragar N\ / A, \ |+ Presién arterial baja
» Tos S ‘\\ &
| g}
Sistema digestivo Lt
+ Dolor abdominal ) Dolor pél
tipo célico T o e 20O RENICO
+ Diarrea = 7
-+ Vémitos — [/ a\ P
3 | ‘ | = Urticaria
o \ | = Picor
Pérdida del control de la vejiga — \\ /’ « Enrojecimiento
.

Figura 24. Signos y sintomas de anafilaxia (Centro Médico ABC, 2024)
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Por lo que es importante que el consumidor conozca y sepa que esta ingiriendo en
su dieta para que, si se tratara de una persona alérgica a esta oleaginosa, el usuario
pueda evitar en este caso, el consumo del atun enlatado, si hubiese presencia de
soya en él, y de esta manera no exponga su salud y bienestar. El objetivo es llegar
a un consumo de alimentos responsable e informado.

1.11.2 Evitar el fraude alimentario

En la actualidad en el ambito alimentario existen distintas organizaciones y
dependencias gubernamentales alrededor del mundo, encaminadas a sumar
esfuerzos por la regulacién y control de los alimentos con el objetivo de
proporcionar alimentos inocuos y de calidad a los consumidores.

En Estados Unidos de Norte América se encuentra la FDA como organismo
regulador por excelencia, en Europa, se encuentra la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) y en México la Secretaria de Salud (SSA), la
Secretaria de Economia (SE), la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
(SAGARPA), entre otras. Todas las antes mencionadas encargadas de velar por la
inocuidad alimentaria.

Sin embargo, a pesar de los esfuerzos globales por lograr que se consuman
alimentos que sean garantia y que, cumplan su funcion en el individuo de nutrirlo y
generarle bienestar, existen industrias caen en el error muchas veces intencionado
de cometer fraude alimentario.

Pero ¢ Qué es el fraude alimentario?

Segun (Escobar, 2023), el fraude alimentario se define como la adulteracién de
alimentos o bebidas destinados al consumo humano que afecta la calidad de un
alimento. No siempre conlleva intencionalidad, sin embargo, puede llegar a ser un
peligro para la salud de las personas.

» ¢ Qué acciones se consideran como fraude?

I.  Etiquetado incorrecto: Incluye declaraciones falsas que no se ajustan al
contenido del producto.
[I.  Dilucidn: Tiene que ver con la mezcla de ingredientes liquidos reemplazando
uno de alto valor por otro de menor valor.
[lI.  Ocultacién: Con el objetivo de ocultar la baja calidad de producto.
IV. Falsificacion: Copia de marca, embalaje, etc.
V. Sustitucidén: Reemplazo de un ingrediente o parte del producto de mayor valor
econdmico por otro de valor menor.
VI.  Mejora no aprobada: agregar materiales desconocidos y no declarados para
mejorar atributos de calidad.
VII.  Mercado gris/robo/desvio: venta de exceso de producto no declarado.
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Figura 25. Tipos de fraude alimentario (Escobar, 2023)

Mejora no
aprobada

Los productos alimentarios con mayor riesgo de sufrir fraude son: el aceite de oliva,
miel de abejas, vinos, leche, quesos de alto valor econémico, especias, ciertos jugos
de fruta, cafe, té, moluscos y por supuesto pescados y carnes (Escobar, 2023).

Dentro de los tipos de fraudes alimentarios que pueden sufrir estos productos estan
la adicion y sustitucion de elementos, la dilucion y un etiquetado incorrecto.

» ¢ Qué riesgos implica el fraude alimentario?

a) Riesgos directos para la inocuidad alimentaria: Que el consumidor corra un riesgo
inmediato, por ejemplo: El ocultamiento de sustancias que generan alérgenos no
declarados.

b) Riesgos indirectos para la inocuidad alimentaria: El consumidor corre un riesgo
debido a una exposicidén a largo plazo, por ejemplo: Niveles elevados de metales
pesados en suplementos alimenticios que causan dafio si la exposicion se da
durante un periodo de tiempo prolongado.

c¢) Riesgo técnico de fraude alimentario: No existe un riesgo directo ni indirecto para
la inocuidad alimentaria. Sin embargo, esto indica que la trazabilidad de los
materiales puede haberse visto comprometida y que la empresa ya no puede
garantizar la inocuidad de sus productos alimenticios (FSSC 22000, 2019).

Por lo que es importante en todos los niveles, evitar el fraude alimentario.
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1.12 Marco juridico del atun en México

La riqueza bioldgica de los mares mexicanos puede traducirse en riqueza pesquera
y generadora de empleos, siendo oportuno que su potencial sea explotado
atendiendo los principios de sustentabilidad y respeto al medio ambiente.

La Ley General de Pesca y Acuacultura Sustentables (LGPAS), reconoce a la pesca
y la acuacultura como actividades que fortalecen la soberania alimenticia y territorial
de México, considerandolas de importancia para la seguridad nacional y prioritaria
para el desarrollo del pais. Estableciendo los principios de ordenamiento, fomento
y regulacion del manejo integral y el aprovechamiento sustentable de la pesca y la
acuacultura, considerando los aspectos sociales, tecnoldégicos, productivos,
biolégicos y ambientales (Diario Oficial de la Federacion, 2015).

Adicionalmente a la Ley General de Pesca y Acuacultura Sustentables, otras leyes
concurrentes son: a) Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion, concerniente a
la emision de Normas reglamentarias de las pesquerias; b) Ley General de
Sociedades Cooperativas que rige la organizacion y funcionamiento de las
sociedades de produccién pesquera, y c) Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la
Proteccion al Ambiente (LGEEPA), relativa a la preservaciéon y restauracion del
equilibrio ecolodgico y proteccion al ambiente y acervo biologico del Pais (Diario
Oficial de la Federacién, 2015).

Para la administracion de la pesqueria del atun aleta amarilla (Thunnus albacares)
se contemplan instrumentos de manejo en dos contextos: Nacional e Internacional,
en el primer caso, aplica la NOM-023SAG/PESC-2014 que regula el
aprovechamiento de las especies de tunidos con embarcaciones palangreras en
aguas de jurisdiccion federal del Golfo de México y Mar Caribe, asimismo tiene
aplicacion el Acuerdo por el que se establece la cuota de captura para el
aprovechamiento del marlin azul y el marlin blanco, en aguas de jurisdiccién federal
del Golfo de México y Mar Caribe para los anos 2013, 2014 y 2015. A escala
internacional, en materia de ordenacién se realiza a través de la Comision
Internacional para la Conservacion del Atun Atlantico (ICCAT por sus siglas en
inglés), organizacion pesquera intergubernamental responsable de la conservacion
de los tunidos y especies afines en el océano Atlantico y mares adyacentes, la cual
desarrolla asesoramiento basado en la ciencia (Diario Oficial de la Federacion,
2015).

1.12.1 Limites maximos permisibles de Soya en Atun

La Norma Oficial Mexicana NOM-235-2020, Atun y bonita preenvasados-
Denominacién-Especificaciones-Informacion comercial y métodos de prueba, nos
dice que la soya es uno de los ingredientes opcionales que puede contener del atun
enlatado siempre y cuando se esté declarado en la etiqueta y que cumpla con el
correcto etiquetado que no incite a la confusién en el consumidor. Dicha norma
también nos dice que el porcentaje maximo permitido de soya en atun debe ser
menor o igual al 50% de la masa drenada del producto original.
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CAPITULO 2. Técnicas moleculares para la identificacion de especies

2.1 ADN mitocondrial y sus caracteristicas

Como su nombre lo dice, el ADN mitocondrial proviene de las mitocondrias, que no
son mas que organulos subcelulares encargados de la produccion de energia en
forma de ATP, ademas contienen su propio sistema genético con ADN mitocondrial
que codifica un numero pequeno de polipéptidos, que forman parte de la cadena
respiratoria junto con proteinas mitocondriales codificadas en el nucleo (Pérez,
2012).

La mitocondria posee asimismo su propia maquinaria para la sintesis de las
proteinas codificadas en su genoma. Los genes estan dispuestos en el ADN
mitocondrial de manera muy compacta con los ARNs de transferencia intercalados
entre los genes de los ARNs ribosémicos y los codificantes de proteinas (Pérez,
2012).

El ADN mitocondrial difiere del nuclear en una serie de caracteres particulares como
son la utilizacién de un codigo genético propio con algunas variaciones respecto al
universal, la existencia de una alta velocidad de mutacién, su transmisién por
herencia materna exclusivamente, no-mendeliana, asi como la organizacién vy
expresion de sus genes (Pérez, 2012).

2.2 Importancia del ADN mitocondrial desde el punto de vista molecular

Las particularidades que presenta la estructura genética y organizacion del ADN
mitocondrial se ven reflejadas en su modo de expresion. Las dos cadenas del ADN
se transcriben completa y simétricamente.

Este tipo de ADN tiene tendencia a mutar, siendo la tasa de sustitucién de
nucledtidos 10 veces superior en comparacion con el ADN nuclear; ademas estas
mutaciones son fijadas en variantes genéticas poblacionales por lo que se utiliza
para estudiar la filogenia y estructura de poblaciones, ya que dichas mutaciones lo
hacen ser mucho mas especifico para la identificacion de especies (Pérez, 2012).

2.3 Técnicas de autentificacidn de especies
La forma de proceder en la determinacion de la identidad de las especies esta
determinada por las propiedades y caracteristicas de estudio de las muestras.

La identificacion de la especies animales, puede resultar incierta cuando las
caracteristicas morfologicas de la especie, como la forma, el tamafio y la apariencia,
son eliminadas durante el procesamiento y sélo queda disponible una fraccién de
tejido. En este caso para un correcto estudio, es necesario utilizar métodos de
identificacion que dependan del analisis de componentes especificos de la carne,
como las proteinas o el propio ADN (Mackie, 2024).

» En funcién al contenido proteico
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En lo que respecta a las proteinas, las diferencias fisicoquimicas de tamafio o carga
se revelan como diferencias en la movilidad electroforética, en los puntos
isoeléctricos o en los tiempos de elucion cromatografica. Asi, cuando las proteinas
solubles en agua de tejido, como el musculo, se separan mediante electroforesis,
enfoque isoeléctrico o cromatografia liquida, se obtienen perfiles de separacién
unicos para cada especie por lo que, comparando un perfil con el de las especies
auténticas se puede establecer la identidad de la especie (Mackie, 2024).

> En Funcién al ADN

En principio, es el método mas efectivo para la identificacién de especies dado que
el ADN, es mas termoestable incluso que las proteinas.

Para desarrollar un analisis a partir de ADN, es importante que el fragmento de
estudio muestre la mayor diferencia en la secuencia de nucleétidos entre especies
estrechamente relacionadas y la menor diferencia entre individuos y poblaciones de
una especie. Una vez determinada la secuencia completa de nucledtidos del
fragmento seleccionado, se puede utilizar para identificar la especie de interés
directamente e inclusivo idear métodos secundarios de analisis de ADN mas rapidos
y sencillos para su uso en el laboratorio (Mackie, 2024).

2.4 Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Cuando la carne esta cruda o cocida en condiciones normales, la especie se
establece facilmente mediante electroforesis de las proteinas musculares. En el
caso del atun enlatado, a pesar de que es un tejido con alto contenido proteico, el
analisis e identificacion no puede llevarse a cabo por dicho método por tratarse de
un producto el cual es sometido a un proceso térmico de esterilizacion, en donde
las proteinas son gravemente desnaturalizadas por efecto de la temperatura.

Si bien la electroforesis en SDS o disolventes de urea es adecuada para la
identificacion de especies que han sido cocinadas en condiciones normales, no
tiene ningun valor para productos esterilizados térmicamente debido a la severa
desnaturalizacién que sufren las proteinas. Las zonas de proteinas en los
electroforogramas se vuelven confusas y se desarrolla una fuerte tincion de fondo
dependiendo del grado de desnaturalizacién, lo que hace imposible una
identificacion confiable de las especies (Mackie, 2024).

Por otra parte, cuando se trabaja con el ADN, es posible obtener resultados mas
confiables ya que, este es menos susceptible a la degradacion, lo que permite
aplicar las técnicas moleculares existentes de alta especificidad y fiabilidad como lo
es la PCR, la cual localiza y amplifica fragmentos especificos de ADN unicamente
de una especie de interés permitiendo asi una correcta identificacion, evitando
falsos positivos (Mackie, 2024). Motivo por el cual se decidi6 hacer esta
investigacion por medio de PCR
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2.4.1 Fundamento

Por sus siglas en ingles PCR (Polimerase Chain Reaction), es una técnica para la
sintesis "in vitro" de secuencias especificas de ADN. Se basa en la replicacién del
ADN. Es una forma simple y muy rapida de multiplicar el ADN presente a partir de
una muestra biologica, obteniéndose millones de copias de una determinada
secuencia de ADN (Poza, 2023).

La PCR se basa en la replicacion celular en la que actuan varias proteinas para
sintetizar nuevas hebras de ADN a partir de otra que funciona como molde.

En procariontes se han encontrado al menos 12 proteinas involucradas en la
replicacion (Diaz A. S., 2023). Estas proteinas actuan en diferentes actividades
como:

La identificacidon del sitio de origen de la replicacion, el desenrollamiento de la doble
hélice, la estabilizacion de la estructura desenrollada, la generacién de cadenas
iniciadoras complementarias con un extremo 3’ libre que sirve de iniciador para que
la ADN polimerasa comience su actividad catalizadora, el avance de la bifurcacion
replicadora por desenrollamiento, los pasos finales del ensamblaje de dos cadenas
complementarias, la identificacion de los sitios de terminacion y el
superenrollamiento de las dos nuevas moléculas de ADN (Diaz A. S., 2023).

Sin embargo, la enzima mas importante en la replicacion es la polimerasa del ADN
dependiente de ADN, comunmente conocida como ADN polimerasa, porque es la
encargada de incorporar nucleétidos durante la sintesis de las nuevas cadenas de
ADN (Diaz A. S., 2023).

2.4.2 Etapas de reaccion de la PCR
< DESNATURALIZACION DEL ADN

La desnaturalizacion del ADN es la primer etapa que comprende la PCR. En esta
etapa se separa la estructura de doble hélice con la que cuenta la molécula con la
finalidad de tener disponibles las dos hebras que serviran como molde para el
segundo paso que es la hibridacibn en donde se formaran las cadenas
complementarias (HERBERT, 2018).

Para poder llevar a cabo dicha separacion, es necesario que exista un aumento de
temperatura o un aumento de pH (pH alcalino). Cuando hay un aumento de
temperatura (94°C en promedio), se rompen los puentes de hidrégeno que unen a
las pares de bases de la molécula de ADN provocando la apertura de la cadena
original, dando, asi como resultado la formacién de dos cadenas sencillas (Amado,
2024).

Cabe destacar que en este paso no se altera la estructura primaria del ADN debido
a que no hay ruptura de enlaces covalentes (HERBERT, 2018).

32



TOEROVOROT

Figura 26. Desnaturalizacion del ADN (Poza, 2023)

% HIBRIDACION

La hibridacion corresponde a la segunda etapa de la PCR. En esta etapa los primers
(frontal y reverso) también conocidos como cebadores, especificos de la region de
interés que se desea amplificar, se unen a cada una de las dos cadenas sencillas
de ADN previamente desnaturalizadas con el objetivo de marcar un comienzo y un
final e indicarle asi a la Taq polimerasa, en donde realizar la adicion de los
oligonucledtidos sintéticos (ANTP’s), los cuales complementaran a su cadena
molde. La temperatura y tiempo de hibridacion estan en funcion de la composicion,
el tamafo y la concentracion de los primers. Generalmente las temperaturas de
alineamiento rondan en el rango de 55 a 65°C (HERBERT, 2018).
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Figura 27. Hibridacion del ADN (Poza, 2023)
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< ENLONGACION (EXTENSION, REPLICACION O POLIMERIZACION)

La extension es la tercera y ultima etapa que se lleva a cabo en la reaccién de PCR
para completar un ciclo de copiado. En esta etapa la enzima ADN polimerasa (con
ayuda del ion Mg+), se encarga de construir la cadena molde o complementaria de
ADN, llevando a cabo la sintesis en direccién 5’'— 3’ a partir de los primers, tomando
como sustrato a los dNTP’s (desoxinucledtidos trifosfatos) (COLOMBIA, 2024).

En esta sintesis de la cadena complementaria la Taq polimerasa une al grupo 5'-
fosfato de los dNTP’s con el grupo 3'-hidroxilo de los primers, hasta terminar la
lectura. (HERBERT, 2018).
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Figura 28. Elongacién de la cadena de ADN (Poza, 2023)

Cabe mencionar que el numero de ciclos para llevar a cabo una PCR exitosa con
un numero adecuado de copias del fragmento de ADN de interés esta en funcién de
que tan grande sea la secuencia que se desea amplificar.

Por otra parte, el tiempo de polimerizacion depende directamente del tamafo y
concentracion de la secuencia blanco y la temperatura con la cual se trabaje, que
por lo general es de 72°C. Se calcula que la velocidad de anclaje varia de treinta 'y
cinco a cien nucledétidos por segundo, esto se encuentra directamente afectado por
la solucion tampdn, el pH, la concentracion de sales y la naturaleza de la hibridacion
(HERBERT, 2018).

< EXTENSION FINAL

Se lleva a cabo a 72 °C durante un tiempo que va de 5 a 15 minutos tras el ultimo
ciclo de PCR. Con esto se asegura que cualquier ADN de cadena simple restante
sea totalmente ampliado (COLOMBIA, 2024).

< CONSERVACION

Con la finalidad de evitar la degradacion de las secuencias de ADN amplificadas,
se enfria la reaccion a 4°C para poder almacenarla y conservarla por un periodo de
tiempo determinado (COLOMBIA, 2024).
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2.4.3 Componentes de la reaccion

En funciéon a las etapas antes mencionadas de la reaccion de la cadena de
polimerasa (PCR), en indispensable conocer los componentes que requiere la
reaccion para poder llevarla a cabo, los cuales se muestran a continuacion:

e ADN molde

Obtenido a partir de la extraccion de ADN celular, proveniente de un tejido animal o
vegetal. Es necesario tener una concentracion adecuada para lograr una
amplificacion adecuada. Si la concentracién de ADN es menor, es probable que no
se visualice una banda clara en un gel de agarosa, por otro lado, si la
concentracion es muy alta, la ADN polimerasa probablemente no podra actuar
sobre las cadenas desnaturalizadas de ADN (HERBERT, 2018).

¢ Oligonucledtidos o primers especificos para cada especie

Estos son moléculas sintéticas de cadena sencilla y de secuencia corta (18
a 30 nucledtidos) cuyas secuencias deben ser complementarias al extremo 3’ de
cada una de las hebras sencillas del fragmento diana. De este modo, los
oligonucledtidos funcionan como cebadores para la replicacion del fragmento diana.

El éxito de la reaccion, como se expone anteriormente, recae principalmente en un
buen disefio de primers, pues la carencia de union perfecta entre el ADN diana y el
extremo 3’ del primer puede conducir a un fallo en la PCR (HERBERT, 2018).

e dNTP’S

Son nucledtidos sintéticos que no forman ninguna secuencia al inicio de la reaccion,
es decir, son el sustrato de la enzima ADN polimerasa y seran los componentes de
miles de copias del fragmento diana al final de la reacciéon. Pueden
denominarse como dATP’s, dTTP’s, dGTP’s y dCTP’s (HERBERT, 2018).

e Laenzima ADN Polimerasa (Tag Polimerasa)

La ADN polimerasa es la responsable de unir a los nucleétidos sintéticos a la
cadena molde, tomando como punto de partida a los primers frontal y reverso segun
sea el caso. De esta manera se forma una nueva cadena doble de ADN.

La Taq polimerasa aislada de Bacteria Thermus aquaticus, es una enzima
termorresistente capaz de resistir temperaturas que pueden llegar casi hasta los
100°C, confiriéndole asi, la capacidad de mantenerse estable y no desnaturalizase
ante los cambios de temperatura durante la reaccion de PCR, motivo por el cual es
ampliamente utilizada (HERBERT, 2018).
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2.4.4 Aplicacion de la PCR en otras areas

La PCR tiene una amplia gama de aplicaciones en la investigacion cientifica que
involucra a ciertas areas como la evolucion clinica, la genética, la biologia molecular
y la biotecnologia. Existe gran numero de aplicaciones que han tomado a la PCR
como fundamental de estudio. A continuacién, se enlistan algunas aplicaciones
(Sanchez, 2004):

e Utilizada en la deteccion de enfermedades genéticas como la fibrosis
quistica, la hemofilia clasica y las distrofias muscular.

e En investigacion criminal aplicada como tecnologia de analisis en huellas
digitales de ADN utilizando muestras muy pequefias de material bioldgico
encontrado en la escena del crimen.

¢ En microbiologia, para poder identificar agentes infecciosos, o para casos de
identificacion de anticuerpos.

e Para el diagnéstico de enfermedades virales neonatales

e Para estudiar a organismos vivos, restos fésiles, congelados o momificados.

e Para medir la expresion de un determinado gen

e Para deteccion de enfermedades hereditarias, oncoldgicas e infecciosas

e Mutagénesis in vitro.

e Construccion de genes sintéticos o fragmentos in vitro.

2.5 Ventajas y desventajas

A cuatro décadas ya de su invencion, la PCR se ha convertido en una herramienta
imprescindible para el estudio del ADN. La ventaja principal de utilizar esta técnica
es que permite realizar millones de copias de ADN de una region de interés
partiendo de una pequefia cantidad de material genético; ademas, es una técnica
de muy alta especificidad que permite discriminar a una regién especifica de una
especie en cuestion, esto en gran medida por el disefio de cebadores sintéticos que
se unen exclusivamente a regiones muy conservadas de dicha especie, lo cual
genera resultados altamente confiables en periodos de tiempo cortos. La principal
desventaja es la necesidad de estandarizar la técnica segun sea el caso de estudio,
lo cual puede resultar tardado y costoso (Tamay, 2013).

2.6 Electroforesis

Para el caso del analisis del ADN, se utiliza la electroforesis en gel de agarosa, la
cual permite separar fragmentos que no es posible separarlos correctamente por
otros métodos. La utilizacion de agarosa para la separacion de moléculas de
ADN del tamafio es fundamental para este proyecto, ya que si se usa un gel de
poliacrilamida (el cual no es capaz de soportar moléculas mayores a 500pb), no
se podria llevar a cabo la separacion de los fragmentos de ADN de este proyecto.
En cambio, la agarosa tiene un mayor rango de separacion que va desde 50 a 20,
000 pb (HERBERT, 2018).
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CAPITULO 3. Metodologia experimental

3.1 Justificacién

La pesqueria de tunidos es una de las actividades econdmicas pesqueras mas
importantes a nivel mundial y es importante por la generacion de empleos, tanto
directos como indirectos, ademas contribuye a la generacion de divisas extranjeras,
ingreso gubernamental, asi como a la seguridad alimentaria del pais, por lo que, la
pesqueria del atun contribuye de manera sustancial al desarrollo regional y nacional
(SADER, 2016).

Dentro del atun se incluyen aproximadamente 40 especies que se encuentran en
los océanos Atlantico, indico, Pacifico y en el Mar Mediterraneo. Su produccién
mundial anual ha aumentado continuamente, de menos de 0.6 millones de
toneladas en 1950 hasta mas de 7 millones de toneladas en 2023 (FAO, 2023),
aunque es importante senalar, que a causa de la Covid-19, la produccién descendio
de 8.2 millones de toneladas en 2019 a 7.8 millones de toneladas en 2020 (Servicio
de Informacién Agroalimentaria y Pesquera , 2023).

Para el afio 2016 México el atun ocup6 el segundo lugar de la produccion pesquera
nacional con poco mas de 129 mil toneladas capturadas anualmente. Las
principales variedades capturadas son: atun aleta amarilla, atun aleta azul y patudo;
se sabe que en la actualidad el consumo per capita de atun en México es de 1.4
kilogramos y que el principal productor de este valioso pez es Sinaloa (SADER,
2016).

A la par del desarrollo de la industria atunera, también ha crecido la adulteracion en
sus productos, especificamente la adulteracion de atun enlatado con soya, con el
fin de abaratar los costos de produccién al utilizar una menor cantidad de atun
sustituyéndola con una materia prima mas barata. La soya pertenece a la familia de
las fabaceas las cuales derivan de las plantas leguminosas, con alto contenido
proteico, de ahi que sea un alérgeno alimentario primario (Gonzalez, 2022).

Cuando el sistema inmunoldgico detecta a las proteinas de la soya como agentes
desconocidos y potencialmente peligrosos, desata un proceso anémalo en donde
se libera en la sangre un caudal de sustancias quimicas que provocan una
sintomatologia diversa, que puede ir desde la leve, moderada o de gravedad
extrema si llega a acontecer un choque anafilactico, el cual puede poner en peligro
la vida (Centro Médico ABC, 2024). Por lo que es importante que las personas que
son alérgicas a la soja conozcan qué marcas de atun pueden consumir sin correr
un riesgo para su salud.

En el analisis alimentario, los ensayos de PCR se utilizan en muchas aplicaciones,
como la deteccion de microorganismos patogénicos, la identificacion de alérgenos,
la deteccidn de organismos genéticamente modificados (OMG) o la identificacion de
especies animales. Los ensayos de PCR ofrecen numerosas ventajas como son su
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alta especificidad, sensibilidad, rapidez y fiabilidad. Ademas de que se pueden
automatizar (SCANCO, 2023).
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3.2 Cuadro metodoloégico

OBJETIVO GENERAL
Identificar las posibles adulteraciones de atin enlatado con soya, mediante
pruebas de PCR para conocer que productos de atin si cumplen con la fuente de
origen de la materia prima declarada en la etiqueta.
1

v

OBJETIVO PARTICULAR 1:

Disefar una pareja de primers especifica para
el atin (Thunnus thynnus) y otra para la soya

(Glycine max) mediante el uso programas OBJETIVO PARTICULAR 2:
bioinformaticos para establecer las Realizar las pruebas de especificidad de los
condiciones de la prueba de PCR. primers correspondientes al atin y a la soya .
mediante PCR para determinar que dichos OBJETIVO PARTICULAR 3:
cebadores son especificos para las especies Evaluar si la especie de interés ya sea attin o
de interés. soya, esta presente en las muestras

seleccionadas, mediante pruebas de PCR
para dictaminar si existe o no adulteracién en
el atin enlatado.

ACTIVIDADES DEL OBJETIVO 1:

1. Buscar en la base de datos de acidos nucleicos la secuencia
de ADN del atin y de la soya.

ACTIVIDADES DEL OBJETIVO 2:

2. Disefiar los primers frontal y reverso de cada especie con la 1. Llevar a cabo la extraccién de ADN de las especies de
ayuda de los programas bioinformaticos. interés (Thunnus thynnus y Glycine max), asi como de algunas
; . especies filogenéticamente cercanas a ellas. x
3. Determinar las condiciones de la PCR. P 9 ACTIVIDADES ‘DEL OBJETIVO 3:
2. Hacer la cuantificacion de ADN por espectrofotometria. 1. Llevar a cabo la extraccion de ADN de las muestras de

atdn enlatado.

3. Ejecutar la prueba PCR
! p 2. Hacer la cuantificacion del ADN obtenido de las

4. Realizar electroforesis para visualizar los resultados de la diferentes muestras de atn.
PRC y comprobar la especificidad de los primers.

3. Ejecutar la prueba de la PCR

4. Realizar electroforesis para visualizar la presencia de
la especie de interés.

RESULTADOS
ANALISIS DE RESULTADOS

CONCLUSIONES

Figura 29. Cuadro metodolégico



3.3 Descripcioén del cuadro metodolégico

3.3.1 Objetivo general

Identificar las posibles adulteraciones de atun enlatado con soya, mediante pruebas
de PCR para conocer que productos de atun si cumplen con la fuente de origen de
la materia prima declarada en la etiqueta.

3.3.2 Objetivo particular 1

Disefar una pareja de primers especifica para el atun (Thunnus albacares) y otra
para la soya (Glycine max) mediante el uso programas bioinformaticos para
establecer las condiciones de la prueba de PCR.

» Actividades del objetivo 1:

1. Buscar en la base de datos de acidos nucleicos la secuencia de ADN del atun y
de la soya.

2. Disefar los primers frontal y reverso de cada especie con la ayuda de los
programas bioinformaticos.

3. Determinar las condiciones de la PCR.

3.3.3 Objetivo particular 2

Realizar las pruebas de especificidad de los primers correspondientes al atiny a
la soya mediante PCR para determinar que dichos cebadores son especificos para
las especies de interés.

» Actividades del objetivo 2:

1. Llevar a cabo la extraccion de ADN de las especies de interés (Thunnus

albacares y Glycine max), asi como de algunas especies filogenéticamente

cercanas a ellas.

Hacer la cuantificacion de ADN por espectrofotometria.

Ejecutar la prueba PCR

4. Realizar electroforesis para visualizar los resultados de la PCR y comprobar
la especificidad de los primers.

&N

3.3.4 Objetivo particular 3

Evaluar si la especie de interés ya sea atun o soya, esta presente en las muestras
seleccionadas, mediante pruebas de PCR para dictaminar si existe o no
adulteracién en el atun enlatado.

» Actividades del objetivo 3:

1. Llevar a cabo la extraccion de ADN de las muestras de atun enlatado.

2. Hacer la cuantificacion del ADN obtenido de las diferentes muestras de atun.

3. Ejecutar la prueba de la PCR con los primers especificos disefiados en el
objetivo 1.
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4. Realizar electroforesis de para visualizar la presencia de la especie de
intereés.

3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Material biolégico
El material biolégico que se utilizdé durante la experimentacion fue:

- Carne fresca de Thunnus albacares como control positivo.

El control positivo de la especie de interés se consiguié en el mercado de la Viga
ubicado en la Ciudad de México, el cual se congel6 para facilitar su transporte al
laboratorio y evitar que se degradara el ADN, dejandolo listo para la extraccion.

= Atun enlatado (Thunnus albacares) como especie de interés

Se trabajé con 15 marcas diferentes de atun que se encuentran en el mercado.
Dichas marcas se obtuvieron de distintas tiendas comerciales como Bodega
Aurrera, Wal-Mart y Soriana.

A continuacion, se muestra el cuadro 2, que explica a detalle dicha informacion:

Cuadro 8. Muestras de atun enlatado que fueron evaluadas

No. PRODUCTO CLAVE LOTE CADUCIDAD PRECIO
MUESTRA

1 Atln Dla L-ER523723 08/2027 $22.50
enlatado

2 Atln DId L-ER925823 09/2027 $22.50
enlatado

3 Atun Gva L-34382GW 10/2026 $19.00
enlatado

4 Atun Gvd L-342A1GO 10/2026 $19.00
enlatado

5 Atldn AtlnJ L-18055RS 11/22025 $35.00
enlatado

6 Atun Typr L-M3135573 09/2028 $27.00
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enlatado

7 Atun Typa L-M3131L59 07/2028 $27.00
enlatado

8 Atun Typv L-M3225L58 06/2028 $27.00
enlatado

9 Atun Tycv L-M3235519 09/2028 $21.00
enlatado

10 Atun Tyca L-M3136J21 09/2028 $21.00
enlatado

11 Atun Tycn L-M3616X72 04/2028 $20.50
enlatado

12 Atun Maa L-334C1MW 08/2027 $23.50
enlatado

13 Atun Mad L-323A1MAO 06/2027 $24.50
enlatado

14 Atln Nra L-SA3146AW 06/2027 $16.00
enlatado

3.4.2 Extraccion de ADN

El método descrito por Sambrook, 2001; es un método que tiene como objetivo
aislar el ADN celular.

El primer paso de este método consiste en adicionar una solucién de lisis, que no
es mas que detergentes que desestabilizan la membrana y liberan el contenido
celular, para poder aislar las histonas, proteinas en donde se encuentra super
enrollado el ADN. Ademas de la solucién de lisis, se agrega la proteinasa K con el
objetivo de cortar dichas proteinas y asi poder liberar al medio el todo el material
genético.

Una vez llevada a cabo la liberacion del ADN celular (nuclear y mitocondrial), y con
el objetivo de separarlo de cualquier proteina y/o polisacarido con el que pudiera
estar en contacto, se utiliza la mezcla Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, el cual
disocia y desnaturaliza dichos compuestos.
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Finalmente, por la accidon de la adicion de etanol, se precipita el ADN extraido para
posteriormente por ser utilizado en la PCR.

X Reactivos
Solucion de Lisis [Tris base 0.05M pH=8, EDTA 0.1M y SDS 0.5%)]
Enzima Proteinasa k [20mg/mL]
Mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
Etanol frio [70 %]
Agua desionizada

X Equipos:
Agitador Vortex
Microcentrifuga
Termoblock
Balanza analitica
Micropipetas

< Materiales:
Tubos de Eppendorf
Puntas estériles para micropipetas

Para la extraccion de ADN se utilizé el Protocolo clasico de Sambrook. Dicho
método involucra multiples reacciones que tienen como objetivo garantizar la
extraccion de ADN. A continuacion, se muestra la metodologia utilizada la cual se
divide en tres etapas principales: La degradacion del tejido (etapa 1), la extraccion
de proteinas y polisacaridos del ADN (etapa 2) y finalmente la precipitacién del ADN
(etapa 3).

< ETAPA 1: DEGRADACION DE TEJIDO
Para poder llevar a cabo esta primer etapa, en este caso la degradacion de tejido
de atun fue indispensable contar con area de trabajo perfectamente limpia por lo
que, se desinfecto con alcohol la mesa de trabajo con el objetivo de mitigar el riesgo
de contaminacion durante la experimentacion.
Una vez limpia el area, se acomodo el termoblock y el vértex en la mesa de trabajo
para su posterior uso, en seguida se encendi6 la balanza de peso constante y se
procedié a pesar 0.125 g de muestra en un tubo de eppendorf como lo indica el
protocolo, posteriormente con la ayuda de una micropipeta se adicionaron 1250 uL
de solucion de lisis y 7 uL de la enzima Proteinasa k al tubo con muestra para luego
colocarlo en el termoblock por un periodo de tiempo de dos horas a una temperatura
de 50°C a 350 rpm. Una vez terminado dicho periodo, se procedié a elevar la
temperatura a 60°C durante una hora mas con el objetivo de inactivar la proteinasa
K.
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< ETAPA 2: EXTRACCION DE PROTEINAS Y POLISACARIDOS DE ADN

En esta segunda etapa se adicionaron 250 pL de la mezcla fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico al tubo resultante de la primer etapa, posteriormente se coloco en la
microcentrifuga refrigerada a durante 10 minutos a 10 000 rpm a una temperatura
de 4°C con el objetivo de separar toda la materia ajena que no fuese ADN
(sedimento o precipitado con proteinas y polisacaridos), finalmente se recupero el
sobrenadante en el cual estaba inmerso el ADN (fase acuosa superior) y se coloco
en un nuevo tubo de eppendorf previamente esterilizado.

< ETAPA 3: PRECIPITACION DE ADN

En esta tercer y ultima etapa de la extraccion del ADN se adicionaron 1 000 pL de
etanol frio al tubo resultante de la etapa dos con el objetivo de favorecer la
precipitacion del ADN. Dicho tubo se colocé en la microcentrifuga refrigerada
durante 10 minutos a 10 000 rpm a una temperatura de 4°C. Una vez transcurridos
los 10 minutos, se saco el tubo de la microcentrifuga con el objetivo de verificar la
precipitacion del ADN y una vez lista la muestra, se decanté el etanol con el objetivo
de dejar unicamente en el seno del tubo el ADN precipitado. Con la finalidad retirar
todo el etanol posible del tubo y asegurar una muestra propia de ADN, se colocé la
muestra en el incubador (termoblock) durante una hora a 37°C. Finalmente se
agregaron 50 uL de agua desionizada con el objetivo de suspender el ADN para su
posterior cuantificacion.

Nota: Este procedimiento (etapa 1, etapa 2 y etapa 3), se realiz6 para poder extraer
el ADN de los controles positivos (thunnus albacares y glycine max), asi como de
todas las muestras comerciales de atun enlatado.

3.4.3 Cuantificacion de ADN

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucion, se basa en medir la absorbancia que
tiene una solucién cuando es sometida a una fuente de luz (radiacion
electromagnética), siendo asi que la cantidad de luz absorbida depende de forma
lineal de la concentracion. Para hacer este tipo de medidas se emplea un
espectrofotometro, en el que se puede seleccionar la longitud de onda de la luz que
pasa por una solucion y medir la cantidad de luz absorbida por la misma (Diaz N.
A., 2023).

El espectrofotometro es capaz de determinar las concentraciones promedio de los
acidos nucleicos de ADN o ARN presentes en una mezcla, asi como su pureza.
Cada molécula absorbe la energia radiante a una longitud de onda especifica, a
partir de la cual es posible extrapolar la concentracién de un soluto en una solucién
(Mancera, 2020).

En el proceso de extraccion, es bastante comun que las muestras de ADN se
contaminen con otras moléculas como proteinas y compuestos organicos. Una de
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las ventajas de usar el analisis espectrofotométrico es la capacidad de determinar
la pureza de una muestra, usando en este caso la relacion de absorbancia de
260nm y 280nm, siendo el valor de 1.8 de la relacion ADN puro. Esta relacion se
utiliza para evaluar la presencia de contaminantes después del proceso de
aislamiento del acido nucleico en cuestion, ya que las proteinas y fenol absorben la
radiacion electromagnética a 280 nm, por lo que una absorbancia < 1.6 indica que
el ADN esta contaminado, mientras que un valor de la relacién 260/280 > 2.0, indica
contaminacion del ADN con ARN (Mancera, 2020).

X Reactivos
Muestra de ADN extraida
Agua libre de nucleasas

< Equipos:
Nano espectrofotometro (Nanodrop)
Computadora
Micropipeta

X Materiales:
Tubos de Eppendorf
Puntas estériles para micropipeta

Para poder llevar a cabo la cuantificacion de ADN previamente obtenido en la
extraccion, lo primero que se hizo fue encender la computadora y conectar el
espectrofotometro a la corriente eléctrica, luego se abrié el programa "Nanodrop"
en la computadora, se dio clic en la opcion de acidos nucleicos para proceder a la
calibracion del equipo. Para llevar a cabo la calibracién se pusieron 2 uL de H20
libre de nucleasas sobre el sensor, se bajoé la sonda del nanodrop y luego en el
programa de la computadora de selecciono la opcidén “ok” una vez que el equipo
realizo la primer lectura, se procedié a limpiar el sensor y se colocd una segunda
gota de H20 libre de nucleasas, se bajo la sonda y se dio en la opcién “blank”. Una
vez terminada la segunda lectura, el equipo estaba listo para utilizarse y cuantificar
las muestras por lo que unicamente se limpié nuevamente el sensor y se colocaron
2 uL de la primer muestra, se bajé la sonda y se seleccioné la opcion “measure”, se
espero que el nanodrop realizara la lectura (5 segundos aproximadamente) y
finalmente obtuvieron los valores de la relacion 260/280 para saber la pureza de la
muestra y los valores de la concentracién (en unidades de ng/uL), para saber si era
necesario llevar a cabo una dilucién con el objetivo de ajustar la muestra a la
concentracion ideal equivalente a 60 ng/uL, se registraron los resultados y se
procedidé a de la misma forma con todas las muestras restantes.
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Cuando las muestras de ADN resultaron tener una concentracién arriba de la ideal
fue necesario diluirlas con H20 libre de nucleasas. A continuacién, se explica la
forma en que se procedio para ajustar dichas muestras:

Para llegar a una concentracién de ADN equivalente a 60 ng/uL
partiendo de una concentracién mayor, fue necesario realizar una
regla de 3 para asi conocer la cantidad de agua y la cantidad de
muestra de ADN que se debian de agregar.

50ul = Concentracion inicial

x = 60ng/ulL

Siendo “x” cantidad en microlitros de muestra de ADN de
concentracion inicial que se debia de agregar.

Por lo tanto, la diferencia de restar (60 uL — x) correspondia a la
cantidad de agua libre de nucleasas que se debia de adicionar para
finalmente obtener una muestra con la concentracion ideal.

3.4.4 Metodologia de la PCR punto final

X/
L X4

Reactivos
Kit Master mix

Primer Frontal

Primer Reverso

Agua libre de Nucleasas
Material biolégico (atun o soya)

Equipos:
Termociclador ATC 40 11, Apolo instrumentation.

Micropipetas

Materiales:
Puntas estériles para micropipetas

Gradillas

Tubos de eppendorf
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< ETAPA 1: PREPARACION DE LAS REACCIONES

A continuacion, se describe la metodologia que se siguio para llevar a cabo las PCR
para la identificacion de Atun y Soya en las muestras comerciales de “atun
enlatado”.

En esta primer etapa que refiere a la preparacién de las muestras y con el objetivo
de agilizar la distribucion de los reactivos en los tubos para PCR, se agregd a un
primer tubo etiquetado como “Blanco”, las cantidades necesarias de Kit Master mix,
Primer Frontal, Primer reverso y H20 libre de nucleasas para siete reacciones. La
siguiente tabla muestra los calculos realizados:

Cuadro 9. Componentes de la reacciéon de PCR

Kit Master mix 6.25 uL 6.25x7 = 43.75 uL
Primer Frontal 0.25uL 0.25x7= 1.75 uL
Primer reverso 0.25 uL 0.25x7= 1.75 uL
H20 LN 5.25 uL 525x7 = 36.75 uL
TOTAL 84.00 uL

Para este caso que se corrieron siete reacciones para PCR, se realiz6 una
multiplicacion de la cantidad de reactivo necesaria por una reaccion por siete con el
objetivo de conocer la cantidad que se necesitaba tener de cada reactivo en total.
Una vez hecho esto, se tomaron los reactivos del congelador (REVCO) y con la
ayuda de una micropipeta se tomaron las cantidades necesarias previamente
calculadas de cada reactivo, mismas que se fueron vaciando en el tubo etiquetado
como “blanco” ya antes mencionado. Esto dio como resultado un tubo con 84 uL en
total el cual contenia ya todos los reactivos para PCR.

Posteriormente los 84 uL se dividieron en siete partes iguales dando como resultado
12 uL para cada tubo de reaccion. Dichos 12 uL contenian ya el Kit Master mix, los
primers y el H20 LN. A continuacion, se ilustra como se hizo dicha distribucion:
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Figura 30. Tubos de reaccion para PCR

Una vez que se distribuyeron los 12 uL para cata tubo de PCR, el blanco (B) se llevo
al termociclador con el objetivo de no contaminarlo. Posteriormente se procedio a
poner en los tubos restantes el ADN de interés, es este caso: ADN de Atun aleta
amarilla para el control positivo (Rx 1), ADN de la muestra Dla para el tubo uno (Rx
3), ADN de la muestra DId para el tubo dos (Rx 4), ADN de la muestra Gva para el
tubo tres (Rx 5), ADN de la muestra Gvd para el tubo cuatro (Rx 6), ADN de la
muestra Atun J para el tubo cinco (Rx 7).

% ETAPA 2: CORRIDA DEL PROGRAMA DE PCR

Una vez que los tubos se terminaron de llenar con el ADN de interés, finalmente se
llevaron al termociclador #1 del laboratorio de biotecnologia de la UIM para correr
la PCR y una vez que la corrida experimental terminé se procedié a la visualizacién
e interpretacion de los resultados mediante electroforesis.

Nota: Primeramente, se realizé una PCR verificar la especificidad de las parejas de
primers disefados para Thunnus albacares y asegurar que se tuviera un amplificado
correcto, una vez hecho esto se procedié a identificar presencia de atun en el
producto “atun enlatado” y una vez que se logré identificar que muestras contenian
realmente atun lo siguiente que se hizo fue nuevamente analizar las muestras, pero
ahora para identificar presencia de soya en ellas. Asi como en los primers de
Thunnus albacares, se comprobd que los primers de soya fueran especificos para
Glycine max, una vez que se comprobd que los primers unicamente amplificaban
dicha especie, se procedioé a identificar qué muestras tenian el adulterante.
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3.4.5 Electroforesis en gel de agarosa y visualizacion del ADN

X Reactivos
Muestra de ADN resultante de la PCR
Agarosa
Solucion Buffer TAE-1X
Blue Orange
Bromuro de Etidio (BRET)
Marcador de peso molecular (MP)

X Equipos:
Horno de microondas
Camara de electroforesis
Micropipeta
Transiluminador

X Materiales:

Peines para pocillos

Matraz Erlenmeyer

Probeta 50 mL

Parafilm

Puntas estériles para micropipeta

< ETAPA 1: PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA [ 1.5 %]

La preparacién del gel es el primer paso para realizar la electroforesis ya que en el
se forman los pocitos dentro de los cuales se cargaran las muestras. En este caso
se preparé un gel de agarosa al 1.5 % de concentracion para una camara de
electroforesis de capacidad de 30ml.

Lo primero que se hizo para la preparacion del gel fue pesar 0.45 g de agarosa en
polvo dentro de un matraz Erlenmeyer, posteriormente se agregaron 30 ml de TAE-
1X y en seguida se procedi6 a calentar la disolucion en el horno de microondas
aproximadamente 1 minuto en intervalos de tiempo de 20 segundos hasta que la
agarosa se solubilizé perfectamente en con la solucion buffer. Una vez solubilizada
la agarosa, se esperd a que el gel disminuyera su temperatura con el objetivo de
poder agregar el Bromuro de etidio y evitar que este se evaporara, por lo que cuando
el gel (todavia fluido) enfrio lo suficiente, se agregd una gota de BRET y se mezcl6
perfectamente hasta tener nuevamente una mezcla homogénea. Una vez agregado
el BRET, se vacio cuidadosamente el contenido del matraz en el soporte de la
camara de electroforesis, se colocé el peine para hacer los pocitos y finalmente se
espero un tiempo aproximado de 15 minutos a que el gel de agarosa gelificara. Una
vez gelificado el gel, se retir6 el peine y se procedié a inundar la camara de
electroforesis con TAE-1X.
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% ETAPA 2: CARGAY CORRIDA DEL GEL

Esta segunda etapa de la electroforesis practicamente consisti6 en cargar las
muestras de ADN resultantes de la PCR en el gel de agarosa. Para esto, se tomé
trozo de Parafiim en donde se pusieron 3 uL de BRET, 3 uL de colorante Blue
Orange y finalmente 5 uL de muestra resultante de la PCR. Con la ayuda de una
micropipeta se mezcld el bromuro de etidio, el colorante y la muestra en cuestion,
posteriormente se cargd dicha mezcla en el segundo pocillo del gel y se procedid
de la misma manera con las muestras restantes resultantes de la PCR.

Una vez cargadas las muestras en los pocillos se cerrd la camara de electroforesis
con su tapa, se conectaron los electrodos en la fuente de poder y finalmente esta
se conectd a la corriente eléctrica para poder encenderla. Una vez encendida se
configuro y activo el campo eléctrico a 60V dejando avanzar la corrida del gel dentro
de la camara un tiempo aproximado de 1 hora 30 minutos. La corrida se detuvo
cuando el Blue Orange se lograba visualizar al otro de la camara, finalmente se
apagaba la fuente de poder y se llevaba el gel al transiluminador para poder
visualizar los resultados de la PCR

Nota: En el primer pocillo se cargd el marcador de peso molecular, en el segundo
pocillo se cargo el blanco y del tercer pocillo en adelante se cargaron las muestras
comerciales de estudio en todas las corridas experimentales.

< ETAPA 3: VISUALIZACION DE LOS FRAGMENTOS DE ADN

Una vez introducido el gel de electroforesis dentro del transiluminador, se encendio
el equipo y lo primero que se hizo fue encender la cdmara para poder visualizar la
posicion del gel y en caso de ser necesario ajustarla de tal forma que el gel quedara
centrado. Una vez centrado el gel se cerro la escotilla del transiluminador se apagoé
la luz blanca y procedié a encender la luz ultravioleta del equipo para si poder
visualizar los resultados del gel (las bandas de ADN amplificadas resultado de la
PCR), finalmente se fotografié el gel para tener evidencia de los resultados y se
procedio a analizarlos e interpretarlos.

Nota: La electroforesis también sirve para visualizar la integridad del ADN,
unicamente cambia la concentracién del gel y el voltaje con el que se corre, en te
caso agarosa al 1% a 90V.

CAPITULO 4. Resultados y discusién

4.1 Objetivo particular 1: Disefio de primers y establecimiento de las
condiciones de la PCR

e DISENO DE PRIMERS
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La realizacion del disefio de primers fue la columna vertebral de este proyecto ya
que, para que se pudiera llevar a cabo la PCR con éxito y asi lograr la correcta
identificacion de especies para comprobar la autenticidad del producto; fue
necesario contar con una pareja de primers especifica para cada especie de interés:
Thunnus albacares y Glycine max.

En este sentido, se llevd a cabo el disefio de primers utilizando los programas
bioinformaticos NCBI y Primerquest tool. En el Anexo 2 y 3, se explica la
metodologia utilizada para el disefio.

A continuacién, en el cuadro 4, se muestran las caracteristicas de los primers que
se disefaron para la deteccion de atun y soya en el atun enlatado. Se desglosan
primeramente las secuencias frontal y reversa de los primers en la direccion 3° —
5, en seguida la temperatura de hibridacion (Tm), se muestra también la region
dentro del genoma mitocondrial que se utilizo, finalmente viene el numero de
identificacion (GenBack) y el tamafio de amplificado de los primers.

Cuadro 10. Primers disefiados para el Thunnus albacares y Glycine max

F:5°-3" Region de
GTGTTACCAAGTCATGGCCC control CD-

Thunnus R:5-3" 60 zZ-ha  KM055387.1 140
albacares  AGCGCAGTAAGAGCCTACCA S

parcial;

mitocondrial
F:5-3" Gen ATPS,

Glycine TTGGTCTTCAGTGTGGGCAG 64 genoma  AJO00643.1 160
max R: 5-3° mitocondrial

GCTGACTACGGCCTCAGATG

o DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE LA PCR

Una vez disefiados los primers y obtenida la temperatura de hibridacién teérica, con
la finalidad de dar cumplimiento al objetivo 1 fue necesario, establecer el protocolo
de PCR que se seguiria durante la experimentacion.

Se establecieron las condiciones estandar (numero de ciclos y tiempos) para ambos
casos de PCR: Atun y soya, finalmente para determinar la temperatura de
hibridacién de cada uno de los programas de PCR, se consideré la temperatura de
hibridacién de disefio, asi como la temperatura de hibridacién sugerida por el
fabricante de los primers.

En el caso de la pareja de primers de atun aleta amarilla la Tm resultante del disefio
fue de 60°C mientras que la Tm recomendada por el fabricante fue de 64°C por lo
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que, para establecer una temperatura de hibridacion adecuada, se realiz6 un
ranqueo de temperaturas en una PCR de gradiente para de visualizar a qué Tm el
control positivo de la especie Thunnus albacares amplificaba de mejor manera. Las
temperaturas que se consideraron para el ranqueo fueron: 58°C, 60°C, 62°C, 64°C
y 66°C, dando asi oportunidad de conocer el amplificado al centro y a los extremos
de 60°Cy 64°C.

A continuacion, en la figura 31 se muestran los resultados de la PCR de gradiente
en un gel de electroforesis.

MP R 1 2 3 4 5

58°C 60°C 62°C 64°C 66°C

3000 pb s

1500 pb ——p

200 pb s

100 pb sy ——————— > 140 pb

Figura 31. Gel de agarosa al 1.5 % para el establecimiento de la temperatura de
hibridacion de los primers de atun. MP, Blanco, Carril 1: C+ (568°C), Carril 2: C+ (60°C),
Carril 3: C+ (62°C), Carril 4: C+ (64°C), Carril 5: C+ (66°C).

Lo que se pudo observar en el gel de electroforesis, fue que los primers amplificaron
correctamente en todos los casos, amplificaron a 58°C, a 62 °C, a 66°C y por
supuesto a 60 y 64°C, por lo que se considerd la temperatura de 62°C como la
temperatura de hibridacién definitiva para correr las pruebas de PCR por ser la
temperatura promedio de la temperatura recomendada y de disefio.

Finalmente, en las figuras 32 y 33 se desglosan las condiciones de la PCR tales
como la Tm, numero de ciclos y tiempos, asi como las etapas que la conforman:
Desnaturalizacion inicial, etapa ciclica, extension final y periodo de enfriamiento.
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94°C 94°C

2 min

1 ciclo 30s 72°C 72°C
1 min 5 min
62°C 1 ciclo

30s
35 ciclos

4°C

Figura 32. Programa de PCR para Thunnus Albacares

94°C 94°C

2 min

1 ciclo 05 72°C 72°C
1 min 5 min
60°C 1 ciclo

30s
35 ciclos

4°C

Figura 33. Programa de PCR para Glycine max

4.2 Objetivo particular 2: Determinacion de la especificidad de los primers
Para llevar a cabo la determinacion de la especificidad de los primers se corrieron
reacciones de PCR con la especie de interés de la cual se basé el disefio de primers,
asi como con especies cercanas y lejanas filogenéticamente.

Posteriormente se corrieron las muestras en geles de electroforesis y con la
finalidad de conocer el tamafio de amplificado de las bandas, se utilizé una escala
molecular de ADN mejor conocida como marcador de peso molecular, la cual nos
ayudo a conocer el tamano de amplificado de las bandas resultantes en los geles
de electroforesis. A continuacion, en la figura 34 se muestra la escala utilizada para
este proyecto, la cual tiene una precision de 100 pares de bases.
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DNA Mass Base Pairs
(ng/5ul)

1.5 % TAE agarose gel
Figura 34. Escala de ADN (Cleaver SCIENTIFIC, 2024)

Finalmente, se determind la especificidad de los primers considerando tres
parametros fundamentales:

1. Que los primers disefiados para soya no amplificaran para atun y que los
primers disefiados para atun no amplificaran para soya.

2. Que en general los primers no amplificaran para otra especie diferente a
la de disefio, es decir que unicamente amplificaran para la especie de
interés.

3. Que el tamafio de amplificado de las bandas en caso de amplificar para
las especies de interés coincidiera con el tamafio de amplificado de
disefio.

e Especificidad de los primers disefiados para atun (Thunnus albacares)

La evaluacion de la especificidad de los primers disefiados para Thunnus albacares
se realizd por medio de PCR como se menciond previamente. En la reaccion se
incluyd la especie de interés (atun) identificada como C+, tres especies de origen
animal similares genéticamente: Delfin, pollo y res, asi como tres especies mas
filogenéticamente lejanas de origen vegetal tales como soya, trigo y papaya.

A continuacion, en la figura 35 se muestran los resultados obtenidos de la reaccion
de PCR visualizados en un gel de electroforesis.
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3000 pb iy

1500 pb s

200 pb i

> 140 pb
100 pb s

Figura 35. Gel de agarosa al 1.5 % para determinar la especificidad de primers de attn vs
otras especies. MP, Blanco, C+, Carril 1: Delfin, Carril 2: Pollo, Carril 3: Bos Taurus, Carril
4: Soya, Carril 5: Trigo, Carril 6: Papaya.

Al observar esta figura se puede apreciar en el gel de agarosa una banda
amplificada ubicada en el carril del control positivo correspondiente a la especie de
interés Thunnus albacares, también se puede observar que en los carriles
posteriores al control positivo no se encuentra ningun tipo amplificacién, por lo que
entonces se puede decir que el disefio de primers se realizé de forma correcta ya
que estos no amplificaron para ninguna de las demas especies posteriores incluidas
en la reaccion dando asi como resultado una pareja de primers especifica para atun.
Finalmente, en este caso los primers disefiados (figura 35) para atun tuvieron un
tamano de amplificado que se encontraba entre 100 pb y 200 pb, muy cercanamente
a 150 pb, lo cual coincide con el tamano de amplificado de disefio el cual es de 140

pb.
e Especificidad de los primers disefiados para soya (Glycine max)

En este caso la evaluacion de la especificidad de los primers disefiados para Glycine
max también se realizé por medio de PCR. En la reaccion se incluyo la especie de
interés (soya) identificada como C+, dos especies mas de origen vegetal similares
genéticamente: Trigo y papaya, asi como cuatro especies mas filogenéticamente
lejanas de origen animal tales como Delfin, pollo, atun y Res.

A continuacion, en la figura 36 se muestran los resultados obtenidos de la reaccion
de PCR visualizados en un gel de electroforesis.
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MP R c+ 1 2 3 4 5 6

3000 pPb s

1500 pb ey

200 pb =—p- 160K
> 160 p|

100 pb -

Figura 36. Gel de agarosa al 1.5 % para determinar la especificidad de primers de soya
vs otras especies. MP, Blanco, C+ Carril 1: Delfin, Carril 2: Pollo, Carril 3: Attn, Carril 4:
Bos Taurus, Carril 5: Trigo, Carril 6: Papaya.

Al observar esta figura se puede apreciar en el gel de agarosa una banda
amplificada ubicada en el carril del control positivo correspondiente a la especie de
interés Glycice max, también se puede observar que en los carriles posteriores al
control positivo no se encuentra ningun tipo de banda amplificada, por lo que se
puede decir que el disefio de primers se realizdé de forma correcta ya que estos no
amplificaron para ninguna de las demas especies posteriores incluidas en la
reaccion dando asi como resultado una pareja de primers especifica para soya.
Finalmente, en este caso los primers disefados para soya tuvieron un tamafo de
amplificado que se encontraba entre 100 pb y 200 pb, mas cercanamente a las 200
pb, lo cual coincide con el tamano de amplificado de disefio el cual es de 160 pb.

4.3 Objetivo particular 3: Determinacion de la presencia o ausencia de la
especies de interés

Una vez establecidas las condiciones de la PCR y comprobada la especificidad de
los primers disefiados fue posible llevar a cabo la determinacion de la presencia o
ausencia de las especies de interés en las muestras comerciales de atun enlatado.

Primeramente, se realizé la identificacion de la presencia de atun en todas las
muestras comerciales con el objetivo de comprobar que efectivamente contuvieran
atun y una vez que se realizé esto, entonces si proceder a la identificacion del
adulterante (soya).
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A continuacion, se muestran por separado los resultados obtenidos primeramente
para la identificacion de Thunnus albacares (figuras 37, 38, 39, 40 y 41) y
posteriormente los resultados obtenidos para la Glycine max (figuras 42, 43 y 44).

o IDENTIFICACION DE LAPRESENCIA DE ATUN

MP B c+ 1 2 3 4 5

3000 pb wp

1500 pb ——p

200 pb sy
iy 140 pb
100 pb e——p

Figura 37. Gel de agarosa al 1.5 % para identificar presencia de atun en diferentes
muestras comerciales de estudio. MP, Blanco, C+, Carril 1: Dla, Carril 2: DId, Carril 3:
Gva, Carril 4: Gvd, Carril 5: Atun J.

En la figura 37, se muestra un gel de electroforesis al 1.5 % de agarosa con las
primeras cinco muestras comerciales de atun enlatado que fueron sometidas a PCR
para la identificacion de la presencia de atun (Thunnus albacares). En el carril 1 se
encuentra la muestra Dla, en el carril 2 la muestra DlId, en el carril 3 la muestra Gva,
en el carril 4 la muestra Gvd y en el carril 5 se encuentra la muestra Atuan J. En este
caso se puede observar que todas las muestras que se corrieron en los carriles 1-5
tienen un amplificado de 140 pares de bases correspondiente al tamafo de
amplificado de la especie de interés (C+), esto indica que en efecto en su contenido
dichas muestras tienen atun por lo que hasta este momento estarian cumpliendo
con lo declarado en la etiqueta. Finalmente se observa que el blanco no esta
contaminado, lo cual indica que se llevé a cabo con éxito la reaccién ya que la PCR
no se contamind.
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1500 pb ey

200 pb =——p-
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Figura 38. Gel de agarosa al 1.5% para identificar presencia de atun en diferentes
muestras comerciales de estudio. MP, Blanco, C+, Carril 1: Typr, Carril 2: Typa, Carril 3:
Typv, Carril 4: Tycv, Carril 5: Tyca, Carril 6: Tycn.

En la figura 38, se muestra un gel de electroforesis al 1.5 % de agarosa con las
siguientes seis muestras comerciales de atun enlatado que fueron sometidas a PCR
para la identificacion de la presencia de atun (Thunnus albacares). En el carril 1 se
encuentra la muestra Typr, en el carril 2 la muestra Typa, en el carril 3 la muestra
Typv, en el carril 4 la muestra Tycv, en el carril 5 la muestra Tyca y en el carril 6 se
encuentra la muestra Tycn. En este caso se puede observar que solo las muestras
que se corrieron en los carriles 1, 3, 4 y 5 lograron amplificar, teniendo un
amplificado de 140 pares de bases correspondiente al tamafo de amplificado de la
especie de interés (C+), esto indica que en efecto en su contenido dichas muestras
tienen atun, por lo que hasta en este momento solo esas muestras estarian
cumpliendo con lo declarado en la etiqueta. En el caso de las muestras ubicadas en
el carril 1 y en el carril 6 se observa que no hubo ningun tipo de amplificado por lo
que se propuso repetir dichas muestras en una nueva reaccién de PCR con el
objetivo de comprobar el resultado obtenido. Finalmente se observa que el blanco
no esta contaminado, lo cual indica que se llevd a cabo con éxito la reaccién ya que
la PCR no se contamind.
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200 pb =—p-

100 pb——b- S 140 Pb

Figura 39. Gel de agarosa al 1.5% para identificar presencia de atun en diferentes
muestras comerciales de estudio. MP, Blanco, C+, Carril 1: Maa, Carril 2: Mad, Carril 3:
Nra, Carril 4: Typa, Carril 5: Tycn.

En la figura 39, se muestra un gel de electroforesis al 1.5 % de agarosa con las
ultimas tres muestras comerciales de atun enlatado que fueron sometidas a PCR
para la identificacion de la presencia de atun (Thunnus albacares) y ademas las
dos muestras comerciales adicionales resultantes de la PCR anterior. En el carril 1
se encuentra la muestra Maa, en el carril 2 la muestra Mad, en el carril 3 la muestra
Nra, en el carril 4 la muestra Typa y en el carril 5 se encuentra la muestra Tycn. En
este caso se puede observar que solo las muestras que se corrieron en los carriles
1, 2 y 3 lograron amplificar, teniendo un amplificado de 140 pares de bases
correspondiente al tamano de amplificado de la especie de interés (C+), esto indica
que en efecto en su contenido dichas muestras tienen atun, por lo que hasta en este
momento solo esas muestras estarian cumpliendo con lo declarado en la etiqueta.
En el caso de las muestras ubicadas en el carril 4 y en el carril 5 se observa que no
hubo ningun tipo de amplificado por lo que se propuso repetir dichas muestras en
una nueva reaccion de PCR, pero con ADN recién extraido con el objetivo de
garantizar un resultado confiable. Finalmente se observa que el blanco no esta
contaminado, lo cual indica que se llevd a cabo con éxito la reaccion ya que la PCR
no se contamind.
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Figura 40. Gel de agarosa al 1.5% para identificar presencia de atun en diferentes
muestras comerciales de estudio. MP, Blanco, C+, Carril 1: Typa, Carril 2: Tycn.

En la figura 40, se muestra un gel de electroforesis al 1.5 % de agarosa con las
muestras comerciales Typa (Carril 1) y Tycn (Carril 2), las cuales fueron sometidas
nuevamente a PCR para la identificacion de la presencia de atun (Thunnus
albacares). En este caso y con la finalidad de descartar la degradacion del ADN por
tiempo de almacenaje, la identificacidon de la presencia de atun se realizé en un
proceso continuo el implicé que se realizara nuevamente la extraccion de ADN de
dichas muestras, posteriormente que se corrieran en un gel de electroforesis y
finalmente que se llevaran a PCR. Como resultado final de la prueba se puede
observar que; solo la muestra que se corrio en el carril 1 logré amplificar, teniendo
un amplificado de 140 pares de bases correspondiente al tamafo de amplificado de
la especie de interés (C+), esto significa que dicha muestra si tiene en su contenido
atun, por consiguiente, estaria cumpliendo con lo declarado en la etiqueta. En el
caso de la muestra ubicada en el carril 2 (muestra Tycn) no se observa ningun tipo
de amplificado por lo que se concluye que no existe la presencia de Thunnus
albacares. Finalmente se observa que el blanco no esta contaminado, lo cual indica
que se llevé a cabo con éxito la reaccién ya que la PCR no se contaminé.
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o IDENTIFICACION DE LAPRESENCIA DE SOYA

MP R c+ 1 2 3 4 5

3000 pb m—p

1500 pb s

200 pb m—
— 160 pb
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Figura 41. Gel de agarosa al 1.5 % para identificar presencia de soya en diferentes
muestras comerciales de estudio. MP, Blanco, C+, Carril 1: Dla, Carril 2: DId, Carril 3:
Gva, Carril 4: Gvd, Carril 5: Atun J.

En la figura 41, se muestra un gel de electroforesis al 1.5 % de agarosa con las
primeras cinco muestras comerciales de atun enlatado que fueron sometidas a PCR
para la identificacion de la presencia de soya (Glycine max). En el carril 1 se
encuentra la muestra Dla, en el carril 2 la muestra DlId, en el carril 3 la muestra Gva,
en el carril 4 la muestra Gvd y en el carril 5 se encuentra la muestra Atun J. En este
caso se observa que ninguna de las muestras que se corrieron en el gel amplifico
para el control positivo (C+) de soya el cual tiene un amplificado de 160 pares de
bases, esto indica que en su contenido dichas muestras no tienen presencia de
soya, por lo que cumplen con lo declarado en la etiqueta la cual dice que contienen
unica y exclusivamente carne de atun aleta amarilla y que, ademas, se encuentran
libres de soya. Finalmente se observa que el blanco no esta contaminado, lo cual
indica que se llevé a cabo con éxito la reaccién ya que la PCR no se contaminé.
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Figura 42. Gel de agarosa al 1.5 % para identificar presencia de soya en diferentes
muestras comerciales de estudio. MP, Blanco, C+, Carril 1: Typr, Carril 2: Typa, Carril 3:
Typv, Carril 4: Tycv, Carril 5: Tyca, Carril 6: Tycn.

En la figura 42, se muestra un gel de electroforesis al 1.5 % de agarosa con las
siguientes seis muestras comerciales de atun enlatado que fueron sometidas a PCR
para la identificacion de la presencia de soya (Glycine max). En el carril 1 se
encuentra la muestra Typr, en el carril 2 la muestra Typa, en el carril 3 la muestra
Typv, en el carril 4 la muestra Tycv, en el carril 5 la muestra Tyca y en el carril 6 se
encuentra la muestra Tycn. En este caso se puede observar que las muestras que
se corrieron en los carriles 1, 3, 4, 5 y 6 no presentan ningun tipo de amplificado, lo
cual se traduce en la ausencia de soya, razon por la cual cumplen con lo declarado
en la etiqueta, a excepcidn de la muestra Tycn que no contiene el adulterante pero
tampoco tiene atun. Por otra parte, también se observa que en el caso del carril 2
(muestra Typa) si existe un amplificado el cual se encuentra a la misma altura que
el C+ de soya (160 pares de bases), esto indica que en su contenido dicha muestra
tienen presente el adulterante, por consiguiente, esta muestra incumple con lo
declarado en la etiqueta. Finalmente se observa que el blanco no esta contaminado,
lo cual indica que se llevd a cabo con éxito la reaccién ya que la PCR no se
contamino.

62



3000 pb i

1500 pb w—p-

200 pb m——p-

160 pb

100 pb m—p

Figura 43. Gel de agarosa al 1.5 % para identificar presencia de soya en diferentes
muestras comerciales de estudio. MP, Blanco, C+, Carril 1: Maa, Carril 2: Mad, Carril 3:
Nra.

En la figura 43, se muestra un gel de electroforesis al 1.5 % de agarosa con las
ultimas tres muestras comerciales de atun enlatado que fueron sometidas a PCR
para la identificacion de la presencia de soya (Glycine max). En el carril 1 se
encuentra la muestra Maa, en el carril 2 la muestra Mad y en el carril 3 la muestra
Nra. En este caso se puede observar que las muestras que se corrieron en los
carriles 1 y 2 amplificaron para la especie de interés, teniendo un amplificado de
160 pares de bases correspondiente al tamafo de amplificado del control positivo
(C+), esto indica que en su contenido dichas muestras tienen presente el
adulterante, por consiguiente, incumplen con lo declarado en la etiqueta. Por otra
parte, la muestra ubicada en el carril 3 no presenta ningun tipo de amplificado, lo
cual se traduce en la ausencia de soya, razon por la cual cumple con la informacion
declarada en la etiqueta: “Contiene atun aleta amarilla” y “Libre de soya”. Finalmente
se observa que el blanco no esta contaminado, lo cual indica que se llevé a cabo
con éxito la reaccién ya que la PCR no se contaminé.

4.4 Objetivo general: Identificacion de atun adulterado con soya

De las pruebas de PCR realizadas para la identificacion de atun aleta amarilla
(Thunnus albacares) como ingrediente constitutivo del atun enlatado y de las
pruebas de PCR realizadas para la identificacion de soya (Glycine max) como
adulterante, se concluye que:
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Solo once de las catorce muestras evaluadas se encuentran libres de soya, por
consiguiente, libres de adulteracion. A continuacion, se desglosan las muestras
comerciales que cumplieron con lo dicho:

- Dla, DId, Gva, Gvd, Atun J, Typr, Typv, Tycv, Tyca, Tycn y Nra.
Las tres muestras restantes y que resultaron estar adulteradas con soya fueron:
- Typa, Maa, Mad.

En suma, se puede decir que a pesar de que todas las muestras comerciales de
estudio declaraban estar libres de soya, no todas lo estaban, incumpliendo asi con
la Norma Oficial Mexicana: NOM-235-SE-2020, Atun y bonita preenvasados-
Denominacién-Especificaciones-Informacion comercial y métodos de prueba; la
cual dice que todos los ingredientes que formen parte del atun enlatado
estrictamente deben de estar declarados.

CONCLUSIONES

El disefio de las parejas de primers para Thunnus albacares y Glycine max, se
realizd6 de manera exitosa, se lograron amplificar experimentalmente las regiones
de interés de ambas especies, para el caso del atun se obtuvieron amplificados de
140 pares de bases, mientras que para el caso de la soya se obtuvieron
amplificados de 160 pares de bases; cumpliéndose asi con el tamafo de amplificado
del disefio. Ademas, ambas parejas de cebadores resultaron ser especificos para
las especies de estudio.

De las catorce muestras comerciales sometidas a PCR para la identificacion de la
presencia de la especie Thunnus albacares, se detecté que en una muestra no hubo
ningun tipo de amplificado correspondiente a atun, por lo que podria tratarse de la
presencia de alguna otra especie diferente. Ademas de que tampoco se identificd
presencia de soya en su contenido. De las trece muestras comerciales restantes,
todas amplificaron para atun aleta amarilla.

La deteccién de la presencia de la soya se llevo de manera adecuada y exitosa,
como resultado de ello se logro identificar un amplificado de 160 pb correspondiente
a Glycine Max en tres de las catorce muestras, indicando asi una adulteracion
intencional en tres variedades de atun enlatado.

En suma, es importante que el gobierno de México con la ayuda de entidades
relacionadas al tema como lo es la Secretaria de economia (SE), la secretaria de
Salud (SSA), la Procuraduria Federal del Consumidor (PROFECO) y la Comisién
Federal para la proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), revisen que las
empresas productoras de alimentos procesados, especificamente las que
manufacturan atun enlatado, cumplan con la regulacion vigente, pues a pesar de
existir normas como la Norma Oficial Mexicana NOM-051-SCFI/SSA1-2010 la cual
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nos habla sobre especificaciones generales de etiquetado para alimentos su
informacion comercial y sanitaria; se incumple con ella, negandoles a los
consumidores el derecho en primer instancia a la informacién por no declarar en su
contenido todos los ingredientes y en segundo término a consumir alimentos
seguros para su organismo.
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ANEXOS

» Anexo 1: Condiciones a considerar para el disefio de primers

Consideraciones para el diseno de primers

e Deben ser especificos para la region de estudio.

Longitud del primer entre 18 y 25 pb.

Ambos primers deberan ser de la misma longitud o no rebasar una
diferencia de 3 nucledtidos.

Tm entre 55°Cy 62°C.

La Tm entre la pareja de primers no debe diferir en mads de 2°C.
Composicion entre 40% y 60% de G/C (Ideal 50%).

Evitar regiones CCCC o GGGG.

Preferentemente deben tener un residuo terminal G o C en el extremo 3'.

» Anexo 2: Disefio de primers de Thunnus albacares

A continuacion, se muestra la serie de pasos que se ejecutaron en el disefio de
la pareja de primers para el atun aleta amarilla (Thunnus albacares).

1. Ingresar a la pagina del Centro Nacional para la informacién Biotecnologica
(NCBI). Una vez dentro, seleccionar la opcion “nucleétido” y en la barra de
busqueda colocar el nombre cientifico del del atun (Thunnus albacares),
finalmente seleccionar la opcidon de buscar.
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2. Se desglosara una lista de opciones, se debera seleccionar alguna en la que se
trate de ADN mitocondrial considerando que no sea una secuencia tan pequefia, ni
tan grande que dificulte encontrar los primers especificos en la base de datos (no
mas de 10, 000 pb recomendablemente).

EE  Un sitio web oficial del gobiemno de los Estados Unidos. Asi es como lo sabes v

National Library of Medicine

| Acceso ‘
National Center for Biotechnology Information e

nucledtido nucleotido v | DNAMITOCHONDRIAL TUNNUS ALBACARES)| J{ Buscar |
Crear alerta Avanzado Ayuda
Especies Resumen~ 20 por pagina » Ordenar por orden predeterminado + Enviara ~  Filtros: Administrar fitros
Animales (902)
Personalizar. N
Ver informacion genética para el ADN mitocondrial. Resultados por taxén =
tipos de moléculas ADN en Zea mays 1 Registro genética Organismos principales [ Arbol ]
ADN/ARN genémico (847) mitocondrial en Arabidopsis thaliana 1 Registro genético Thunnus albacares (787)
ARNm (3) Thunnus orientalis (77)
Personalizar. . Thunnus obesus (76)
s e dat Articulos: 1 a 20 de 902 Katsuwonus pelamis (11)
lases de datos
fuente Pagina[1_|de46  Siguiente>  Ultimo >> g;gg"‘f:;eiﬁcg :;ZSEF;BO)ZZ @
INSDC (GenBank) (873) AL E'siguiente término no se encontré en Nucledtido: TUNNUS Mas.
SecRef (29)
Personalizar. (J PREDICTO: Polimerasa (ARN) mitocondrial ( dirigida por ADN ) de Thunnus albacares (polrmt),
1. ARNm -~

Buscar datos relacionados

Base de datos: | Seleccionar v

Tipo de secuencia

Nuclestido (502) ARNmM lineal de 4.622 pb

Adhesion:XM_044361768.1 SOLDADO AMERICANO 2116808167
Taxonomia de proteinas  de BioProject

FASTA de GenBank

Compartimentos
genéticos
Mitocondria (868)

Gréficos

i [0 PREDICTO: ADN topoisomerasa | de Thunnus albacares , mitocondrial (zgc:173742), variante de
Longitud de la Detalles de busqueda —
secuencia 2. transcripcion X2, ARNm q
Rango persenalizado. ARNmM lineal de 3204 pb DNA[A1l Fields] AND MITOCHONDRIAL[A1l

. . . Fields] AND ALBACARES[All Fields]

Fecha de Adhesion:XM_044357355.1 SOLDADO AMERICANO:2116799374
lanzamiento Taxonomia de proteinas  de BioProject
Rango personalizado. Graficos FASTA de GenBank ¥

3. A continuacidn se mostrara una pagina como la siguiente en donde se podra
obtener el GenBack de la secuencia, que se utilizara posteriormente.
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BE=  Un sitio web oficial del gobierno de los Estados Unidos. Asi es como lo sabes v

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Acceso

nucleétido nuclestido || [ Buscar)
Avanzado Ayuda
GenBank Enviara: ~
Cambiar region mostrada >
Thunnus albacares aisla la regién de control CD-zj-hq, secuencia parcial;
= n Personalizar vista >
mitocondrial
GenBank: KM055387.1
Graficos FASTA Analiza esta secuencia =
Ejecutar explosién
ra® Elija imprimaciones
LOCUS KM@55387 VRT lineal de ADN de 579 pb 22-NOV-2014 Resaltar caracteristicas de secuencia
DEFINICION Thunnus albacares aisla la regién de control CD-zj-hg, parcial
secuencia; mitocondrial. Encuentra en esta secuencia
ADHESION KM@55387
VERSION KM055387.1
PALADRAS CLAVE:: Informacién relacionada &
FUENTE mitocondria Thunnus albacares (atin aleta amarilla)
ORGANISMO  Thunnus albacares Taxonomia
eucariota; Metazoos; cordados; Craniata; Vertebrados; Euteleostomia;
actinopterigios; Neopterygii; teledsteos; Neoteledsteos;
acantomorfa; Pelagiaria; escombriformes; escémbridos; Thunnus. Actividad reciants ~
REFERENCIA 1 (bases 1 a 579)
Apagar Claro

AUTORES Xu, K., Liu, S., Feng, J. y Dai, Z.
TITULO Estudio sobre la identificacién de especies de tinidos
DIARIO Inédito

REFERENCIA 2 (bases 1 a 579)
AUTORES Xu, K., Liu, S., Feng, J.

TETINA Cavifn dimacka

y Dai, Z.

B Thunnus albacares aisla la region de control
CD-zj-hq, secuencia parcial; mitocon nuclestido

Q_ ADN TUNUS ALBACARES MITOCONDRIAL
(902) nucledtido

En la misma pagina también se podra comprobar si efectivamente se trata de ADN
mitocondrial, ademas también de que también aparece la secuenciacion de ADN de
la regidn de interés. A continuacion, se muestra como debera aparecer en la NCBI:

FUENTE mitocondria Thunnus albacares {atdn aleta amarilla)

ORGAMISMO  Thunnus albacares

eucariota; Metazoos; cordados; Craniata; Vertebrados; Euteleostomia;

actinopterigios; Neopterygii; teledsteos; Neoteledsteos;
acantomorfa; Pelagiaria; escombriformes; escémbridos; Thunnus.
REFERENCIA 1 (bases 1 a 579)
AUTORES Xu, K., Liu, S., Feng, J. y Dai, Z.
TITULO Estudio sobre la identificacién de especies de tinidos
DIARIO Inédito
REFERENCIA 2 (bases 1 a 579)
AUTORES Xu, K., Liu, S., Feng, 1.
TITULO Envio directo

y Dai, Z.

REVISTA enviada (17 de junio de 2014) Universidad de Zhejiang Gongshang, Instituto de
Procesamiento de productos acuidticos, No. 149 Jiaogong Road, Hangzhou,

Zhejiang 318035, China
CARACTERESTICAS Ubicacidén/Calificadores

fuente 1..579
forganismo="Thunnus albacares”
forganell
fmol_type="ADN genémico"
/isolate="CD-zj-hq"
fdb_xref="taxén: 8236 "
fpais="China: Zhejiang"

caracteristica_misc <1..»579
/nota="regidn de control”

mitocondria®

ORIGEN

[

aaaaaataac
ctecaccaac
cctgaagtag
cecteacctt
cttaaattta
gtggtaggtc
tatggtttat
ttttaataca
attacatata

tegtgtgeac

61 agagagaacg
121 agcgtcgatg
181 ccaggaataa
atgcattaag
ggatgtegeg
tttaattact
attgtttett
agaacattat
cagacatatt

tgtgagatgt
ctcggeatgt
aaagaatggg
tteactaagt
atatggactg

caaatgaaag
gecttaatga
gagtgttacc
gcgacceecca
gatggtagge
gcttagacga
tgaatgitgg
teggtttaata
ccatatataa

cgcacggtge

ctgaccecct
aacttatgca

gaaggagaga
atcttatgta
aagtcatgge
caattattgt
tcttactgeg
tttagtgttt
aatatacttg
ctagtaatgg
atatggtgta
agcaaagaa

caataacegt
cttatttcag
ttaaatctcg
gtaaatcttc
tatatgteet
tgtacgtgeg

301
361
421

acttggtatg
tgacttaact
gacatatgaa
tgtatatggt
541 gaaatatgtg
I

gaaccaga tg

4. Posteriormente, en la misma pagina de la NCBI se podra realizar el disefo de los
primers. Se da clic en elegir imprimaciones como a continuacién se muestra:
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Cambiar region mostrada ”

Personalizar vista il

Analiza esta secuencia =
Ejecutar explosion
Elija imprimaciones
Resaltar caracteristicas de secuencia
Encuentra en esta secuencia
-

Informacién relacionada
Taxenomia

Actividad reciente

5. En seguida se ponen las condiciones de disefio y finalmente se da enter para que
el programa nos arroje todas las opciones de primers disponibles para el disefio. A
continuacién, se muestran el grafico con las condiciones de disefio.

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Primer-BLAST » 4o i0:mpBE775ys9q OUH1

Primer-BLAST Results @

Input PCR template KM055387.1 Thunnus albacares isolate CD-zj-hq control region, partial sequence; mitochondrial
Range 10 - 500

Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: Refseq mRNA (Organism
limited to Thunnus albacares;1

Other reports > Search Summary

== Graphical view of primer pairs

2 KM055387.1 ~ | Fnd: viopla @ W = A Tooks~ | G Tacks > & 7 ~
te| 6 80 | 280 ]300 320 [340  [360 [380 |400 420 |40 [460 |4e0 [s00 520 [se0 | =i
o

- 5ﬁ—ﬁ

) | jpe 90 e |se pee hzo 4o |iee (180|200 |220 240 (260 280 [300  |320  [340 |36  [380 1400 [420  |440  [460 |40 [s00  |s20  [s40 | S
KMOS5387.1: 1..574 (574 nt) " ¥ Tracks shown: 2/4

= Detailed primer reports

6. Finalmente para esta parte el programa nos arroja las posibles opciones de
parejas de primers. Se debera de elegir la pareja de primers en funcién a su
especificidad, considerando ademas los criterios de seleccidén recomendados
(Anexo1).

A continuacion, se muestran las opciones de disefno que se obtuvieron (En total 10
parejas de primers):
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Primer pair 1

Sequence (5'->3) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Sell 3 complementarity
Forward primer GCTCOGCATGTGOCTTAATG Plus 20 70 B89 59.97 5500 400 200
Reverse primer ATTGTGGGGGTCGCACTTAG Minus 20 214 195 6004 5500 3.00 3.00
Product length 145
Primer pair 2
Sequence (§->3) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GGCCCTGAAGTAGGAACCAG Plus 20 158 177 5975 60.00 400 1.00
Reverse primer GCGCAGTAAGAGCCTACCAT Minus 20 281 262 5989 65500 4,00 2,00
Product length 124
Primer pair 3
Sequence (§->3) Template strand Length  Start Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GACCCCCTAGAGAGAACGCT Plus 20 53 2 6040 6000 400 200
Reverse primer CTTCAGOOCCATGACTTOOT Minus 20 167 148 5996 5500 8.00 3.00
Product length ns
Primer pair 4
Sequence (5'->3) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CTAGAGAGAACGCTCGGCAT Plus 20 59 78 5933 5500 4.00 200
Reverse primer GGGOGTCGCACTTAGTGAAT Minus 20 209 190 59756 56500 7.00 2.00
Product length M
Primer pair 5
Sequence (5»3) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GCOGTCGATGAAAGAATGGGG Plus 20 122 141 5934 5500 400 0.00
Reverse primer AGAGCCTACCATCCAGTCCA Minus 20 273 254 5966 65500 3.00 000
Product length 152
Primer pair 6
Sequence (5'>3) Template strand Length  Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer TOGACCCCCTAGABAGAACGC Plus 20 52 n 6068 60.00 4.00 200
Reverse primer AATTGTOOOGOTCGCACTTA Minus 20 215 196 5960 S000 4.00 200
Product longth 164
Primer pair 7
Sequence (5'>»3) Template strand Length  Start Stop Tm GC%  Self Y Self 3
Forward primer ACCTGACCCCCTAGAGAGAAC Plus 2 49 69 5999 65714 400 0.00
Reverse primer TAATTGTGGGGGTCGCACTT Minus 20 216 197 5960 5000 400 1.00
Product length 168
Primer pair 8
Sequence (§'->3) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ATGGCCCTGAAGTAGGAACC Plus 20 156 175 5908 5500 400 200
Reverse primer CAAGTCCCCACATCCCTOAA Minus 20 315 296 5930 5500 200 0.00
Product length 160
Primer pair 9
Sequence (5'>3) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3 complementarity
Forward primer CCTAGAGAGAACOCTCOGC Plus. 19 58 76 5964 6316 4.00 200
Reverse primer ATAATTGTGGGGOTCGCACT Minus 20 217 198 5938 5000 4.00 100
Product length 160
Primer pair 10
Sequence (§->3) Template strand Length Start Stop Tm GCX  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GTGTTACCAAGTCATGGCCC Plus 20 143 162 5883 5500 500 3.00
Reverse primer AGCOCAGTAAGAGCCTACCA Minus 20 282 263 6097 5500 400 0.00
Product length 140

7. Para verificar la especificidad de cada una de las parejas, se ingresa nuevamente

a la NCBI se selecciona la opcién BLAST / Explosion.
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Cambiar region mostrada o=

Personalizar vista -

Analiza esta secuencia
_| Ejecutar explosion

Elija imprimaciones
Resaltar caracteristicas de secuencia

Encuentra en esta secuencia

Informacion relacionada

Taxonomia

Actividad reciente

Se da clic en la opcion Nucleotide BLAST

EXPLOSION WEB

Genomas BLAST

Humano Raton Rata
microbios

Finalmente se ingresan los primers por separado, primeramente, la secuencia del
primer frontal (PF) y posteriormente, la secuencia del primer reverso (PR) y se
comprueba la especificidad de la pareja en cuestion con el porcentaje de cobertura
y el porcentaje de Identidad, los cuales deben ser equivalentes al 100%.

En este caso la pareja que mejor cumplié las condiciones de disefio fue la pareja de
primers numero 10. A continuacion se muestran los resultados obtenidos.
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e Comprobacioén de la especificidad del Primer frontal (PF):

National Library of Medicine Acceso

N for Biotechnology Information

EXPLOSION® - »suite explosiva Hegar R i E g Ayuda
BLAST de nuclestido estandar
explosion explosidnx tblasin tblastx
Los programas BLASTN buscan bases de datos de nuclectides mediante una consuita de nuclestidos. mas...
Ing de

Ingresa el(los) numero(s) de acceso, gi(s) o secuencia(s) FASTA @) cure  Subrango de consulta@
GTGTTACCAAGTCATGGCCC R —
Be| |

y Al

O sublir el archivo  "seieccionar archivo | Sin archivos seieccionados @
Titulo profesional

Ingresa un titulo descnplivo pa bisqueda BLAST @

) Ainear dos o mas secuencias ©@

Elija conjunto de busqueda

Base de datos (® Bases de datos estandar (n, etc.); () Bases de datos de ARNIITS () Bases de datos +de ipc
Pruebe bases de datos omi P I
[ oo} B
Bases de datos experimentales Para obtener mas informacion, consulte ;,Qué son las bases de datos (Dascerge } [
taxonomicas de nt?
Resumen grafico Alineaciones Taxonomia
i rod i i ignificativ D B Selecci columnas ¥ Espectaculo | 100 ¥ J (7]
Secuencias que producen alineamientos significativos. g
seleccionar todo 100 secusncias seleccionadas GenBank Graficos Arbol de distancia de resultados ~ Visor MSA
Cubierta
focian Nombre Maximo Puntaje » 8 valor Por. Acc. .
vpc cientifico punigjie lotal E | dentided] len Adhesion
- - « [consulta - - -
-
This besus J1280 ADN mitocondrial, Cyib. tRNA-The, 0. D-Loop IRNAPhg 125 sec.. Thunnusobesus 401 401 100% 23 10000% 1739 LC4Of

Thunnus obesus J1276 ADN milocondnal, Cyib. IRNA-

r IRNA-Pro. D-Loop. IRNA-Phe 125 rRNA, sec... Thunnus obesus 401 401 100% 23  100.00% 1739 LC408054.1
Thunnus obesus J1179 ADN mitecondrial, Cvib. IRNA-Thr. IRNA-Pro. D-Loon. (RNA-Phe. 125 (RNA, sec... Thunnus obesus 401 401 100% 23 10000% 1730 LCA96042.1
Thunnus obesus C1136 ADN mitocondnal. Cyib. IRNA-Thr, IRNA-Pro. D-Loop, IRNA-Phe 125 (RNA se .. Thunnus obesus ~ 40.1 401 100% 23 100.00% 1740 LCA080201
Thunnus obesus C1020 ADN mitocondrial. Cyib. t(RNA-The. IRNA:Pro_D-Loop. IRNA-Phe,_12S

IA_se... Thunpus obesus 401 401 100% 23 100.00% 1740 LC498000.1
Thunnus obesus CO70 ADN mitocondrial, Cyib, tRNA-Thr, IRNA-Pro, D-Loon. 1RNA-Phe, 128 iRNA_sec..  Thunnus obasus 401 401 100% 23 10000% 1739 LC498004.1

Thunnus obesus C934 ADN mitocondrial, Cytb, {RNA-Thr IRNA-Pro, D-Loop tRNA-Phe. 125 rRNA sec. . Thunnus obesus 401 401 100% 23 10000% 1739 LC4979091

Thunnus obesus E62 ADN mitocondrial, Cytb, tRNA-Thr, IRNA-Pro_D-Loop, tRNA-Phe_ 128 (RNA, secu... Thunnus obesus 401 40.1 100% 23 10000% 1740 LC4978821

Thunnus obesus E520 ADN mitocondnal. Cytb, tRNA-Thr, IRNA-Pro, D-Loop, tRNA-Phe, 125 rRNA_sec_.. Thunnus obesus 401 401 100% 23 10000% 1739

<< J<B<N<N<N<H<N<N<N<N<N<N<|

Mitocondria de Thunnus obesus, genoma complelo Thunnus obesus 401 40.1 100% 23 10000% 16524 KY4000111
Milocondria de Thunnus atlanticus. genoma complelo Thunnus atianti...  40.1 401 100% 23 100.00% 16528 KU955343.1
Thunnus alalunga aisla 1a reqgidn de contral PS001, secuencia parcial, mitocondrial Thunnus alalunga  40.1 401 100% 23 10000% 441 KRO238431
Thunnus alalu:_maans:h la region de control INOOS, secuencis parcial; mit ial Thunnus alalunga  40.1 401 100% 23 10000% 441 KP4127601
Thunnus albacares aisla la region de control CD-zj-hg. secuencia parcial. mitocondnal Thunnus albaca 401 401 100% 23 10000% 579 KMOS553871 i
Vale Thunnus atl Tall-UNA! -001 mitocondnia. genoma completo Thunnus atiant 401 401 100% 23 10000% 16528 NC 025519 1
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e Comprobacioén de la especificidad del Primer reverso (PR):

National Library of Medicine

EXPLOSION® - »suite explosiva Hogar Resullados recientes  Eslralegias guardadas  Ayuda
BLAST de nucleotido estandar
m explosion explosionx thiastn Iblastx
Los programas BLAGTH buscan bases de datos da musleit il alta de mas
Warcador
Ingresar secuencia de consulta
Inareca alflns) nimaris) de ancesn. alle) n saciancials) FASTA € s Subrangode consuits)
| AGCGCAGTAAGAGCCTACCA r 1
De | |
a Al ]
© subir el archivo | Seeccionar archiva | S archivs selecconados @
Titulo profesional |
rgreese v Hdes m s Delsqumdn BLA
] Almear dos o mas secuencias @
Elija conjunto de bisqueda
Base de datos (@) Bases de datos estandar (", etc - () Bases de dalos de ARNATS () Bases de datos +de p
m Pruebe bases de datos 3 experil
. Bases de daios experimentales Pars obtener mas Informacian, consuite ,Ous son |5 basss g datos (Eezemrer] [
taxonbmicas de nt?
TTAo—Dis or — D s rep 8
Resumen grafico Alineaciones Taxonomia
Secuencias que producen alineamientos significativos. Descargar ~  Soloccionar columnas ~ Espectéculo | 120 % | &
saleccionar lodo 700 sscuanclas sslaccionadas GenBenk  Gralicos ﬁ'jm de disleneia de (esulledus Visor MS
Wbl
Pescrincdn Nombrz Mzxima Purtape || e wvalar Por BT
i cenlifice  puttsie  tolal | E [derfided] lsn  Adhesion
v v w COMSURD | o - -
| -
Vale do Huvetius prehasus SI0.d23753b0 Jecl) 4df adct 23:203/135%b mitocondna, gonoma complelo Ruvottus precosc . 401 401 10% 23 100.00% 18518 OPOS7I602
Thunaus tongoa haplating 425 D-oon_sacuencis parcal mitoconcrial hurnis toraonl 401 401 100% 23  100.00% EB57 MWNN04499
Zhunaus lonaog: hapleline 424 D-lop, secuenciz parcial, mioconcial Thurnustongonl 401 dod 120% 23 10D.00% 657 [AWEIN4E |
Haploling £23 | ¥ loop do | hunnuee 1onagel. socuencia sarcsEl, mnecondeal | hurnus torgacl 40.1 401 1LY 43 T00.00%  HSS IWEIDA4[
Bl 472 Dnan de Thunes ool Secencia samiEl milecondcal Thucnus toogonl 401 401 170% 23 10000%  A57 LWREA44E |
Thunnus longoo. haplaline 421 Duloon, secusncs parcial. mENCONanal Tharnus toogoel 407 407 100% 23 100.00% 857 MWB304d5 |
Thunaus tonggoe! hapletipe 420 D-loop, secuencie parcial, mitocondrial Thurnus tonggol 401 401 120% 23 100.00% 057 MWDD9444 1
Tl trvsgurs aplelpo 4 16 -k, secieeci gl milocsm s Thowmue begyol 40 1 40 1 1208 23 10000% 85T MWARGA |
_hunius tonggo’ hapletipo 41€ O loop, socuoncss parcal; miocancrial Inurnus torggol 401 491 150% 2.3 W0.00% 857 MWBi0442 1
Haplotipo 324 [ icop do Thunnus tonggol, sccuencid parcial, nitocondria Thunn.s 1angol 40.1 201 1003 23 T00.00% B57 WWESD348 1
Hapietipa 327 D-lcon de Thunnus 1a0ga0l_serencia parcial witocondria Thunnis tonggal 401 401 100% i “0000% 857 RIWRIGAT 4
Vala de Thunnus slbacares BICOS063C1 gan tRMNA-Thi, sscuencia parcial, gen RNA-P1o, secuenca com. , Thunnus akbacs... 401 01 100% 100.00% 523
Thunusebacs.. 404 204 100% 10000% 523

81



» Anexo 3: Disefio de primers para Glycine max

A continuacidn, se muestra la serie de pasos que se ejecutaron en el disefio de la
pareja de primers para la soya (Glycine max).

1. Ingresar a la pagina del Centro Nacional para la informacién Biotecnolégica
(NCBI). Una vez dentro, seleccionar la opcién “nucleétido” y en la barra de busqueda
colocar el nombre cientifico, en este caso de la soya (Glycine max), finalmente
seleccionar la opcién de buscar.

BE  Un sitio web oficial del gobierno de los Estados Unidos. Asi es como lo sabes v

m National Library of Medicine " Acceso |

National Center for Biotechnology Information

[Todas las base: v | | | M
TIoTO!

.Clinvar
Dominios conservados
IniciuL Sggdabp Recursos populares
emeiecusoa e | Gene macién Biotecnolégica promueve la ciencia y la salud al brindar acceso a informacién PubMed
Todos los recursos genoma Estante para libros
e o Conjuntos de datos GEO /
Productos quimicos y bioer PerfJIIeS GEO | Organizacién | Noficias y blog del NCBI PubMed Central
Datos y software GTR EXPLOSION
ADN y ARN homélogo ) o Descargar Aprender nucledtido
X Grupos de protefnas idénticos genoma
Dominios y estructuras | \1aqGen critos Transfiera datos NCBI a su Encuentre documentos de
Genes y expresion Malla I NCBI computadora ayuda, asista a una clase o vea SNP
) Ge‘nél‘\ca y Médm‘\‘na 1 Catalogo NLM un tutorial Gene
Proteina
_Senomas y mapas ____[OMIM PubChem
Homologia PMC
Literatura Conju.mo pop
Proteina o
Proteinas Ariman dn nratainan, e Noticias y blog del NCBI
Andlisis de secuencia " . ., Presentamos Pebblescout: indexe y
-, Desarrollar Analizar Investigacion busque recursos de secuencias a escala
P Utilice las AP! y biblictecas de Identifique una herramienta Explore la investigacion y los de petabytes mas ramdiiseigggfi: -
Capacitacion y tutoriales c6digos de NCBI para crear NCBI para su tarea de anlisis proyectos colaborativos del R } ce sepliEmbre e 2ed
Variacion aplicaciones de datos NCBI

iPravimamenta en Clin\/arl Variantes

2. Se desglosara una lista de opciones, se debera seleccionar alguna en la que se
trate de ADN mitocondrial considerando que no sea una secuencia tan pequefa, ni
tan grande que dificulte encontrar los primers especificos en la base de datos (no
mas de 10, 000 pb recomendablemente).
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National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

‘ Acceso |

nuclestido nucleotido e ‘mitochondria\ genome glycine max ‘w
Crear alerta Avanzado Ayuda
Especies Resumen~ 20 por pagina =~ Ordenar por orden predeterminado + Enviara:~  Filtros: Administrar filtros

Animales (623)
Plantas (4.051)
Hongos (865)
Protistas (24)
Bacterias (14)
Virus (26)
Personalizar

tipos de moléculas
ADN/ARN genémico (1.643)
ARNm (3.761)

Personalizar

Bases de datos

ORGANELO

Genoma de referencia mitocondrial de la soja
Glycine max (soja)

Incluido en el conjunto de referencia de soja ( Glycine_max_v4.0 )
SecRef: NC_020455.1 Longitud: 402.558 pb circular

¢ Fue esto util?

. e

Resultados por taxén

Organismos principales [ Arbol ]
Glicina méax . (3343)
Leguminivora glicinivorella (567)
Colletotrichum truncatum (302)
Cannabis sativa (7194)

Punica granatum (749)
Todos los demas taxones (7048)

Mas.

Buscar datos relacionados

fuente gen (110) Proteina RefSeq (88)  Conjunto Pop (3)  PubMed (1)
INSDC (GenBank) (2:657) Base de datos
SecRef (2340) Visor de datos del genoma Imprimacion-BLAST Descargar

Personalizar

Tipo de secuencia Ver todos los archivos de genomas mitocondriales completos de Glycine max (2)
Nucledtido (4,441)

EST (1.162)

Detalles de busqueda

mitochondrial[All Fields] AND
genome[All Fields] AND ("Glycine max"
[Organism] OR glycine max[All Fields])

Compartimentos
genéticos
Mitocondria (81)

Articulos: 1 a 20 de 5603

£

Ultimo >>

Pégmadezm Siguiente >

Longitud de la

3. A continuacién se mostrara una pagina como la siguiente en donde se podra
obtener el GenBack de la secuencia, que se utilizara posteriormente.

Un sitio web oficial del gobierno de los Estados Unidos. Asi es como lo sabes v

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

nucleétido nuclestido v || (Buscar |
Avanzado Ayuda
GenBank ~ Enviara. « =
Cambiar region mostrada >
ADN mitocondrial de glicina soja para la regién 5 'del gen atpé
Personalizar vista »
GenBank: AJ000643.1
— Analiza esta secuencia =
ra® Ejecutar explosion
LOCUS AJO@B643 ADN lineal de 1421 pb PLN 24-JUL-2016 Elija imprimaciones
DEEINICION ADN mitocondrial de glicina soja para la regidn 5' del gen atp6.
ADHESION AJ00e643 Resaltar caracteristicas de secuencia
VERSION.A)000642:1 Encuentra en esta secuencia
PALABRAS CLAVE gen atp6; gen nad3.
FUENTE mitocondria Glicina soja
ORGANISMO  Glicina soja
eucariota; Viridiplantae; estreptofita; embriofitas; traqueofita; Informacién relacionada &
Espermatofitos; Magnoliopsida; eudicotiledéneos; Gunneridae; Proteina
Pentapétalas; rosidas; fabids; fibales; Fabaceas; Papilionoideae; 50
clado de inversién kb; clado NPAAA; clado indigoferoide/millettioide; PubMed
Faseoleas; glicina; Subgen de glicina. Soja. -
REFERENCIA 1 (bases 1 a 1421) Taxonomia
AUTORES Kanazawa, A., Tozuka, A., Kato, S., Mikami, T., Abe, J. y Shimamoto, Y.
TETULO Pequeias secuencias intercaladas que sirven como sitios de recombinacién en
Los loci cox2 y atp6 en el genoma mitocondrial de la soja son Actividad reciente N
ampliamente distribuido en plantas superiores S i

DIARIO Curr. Gineta. 33 (3), 188-198 (1998)

PUBLICADO 9508793 B ADN mitocondrial de glicina soja para la

En la misma pagina también se podra comprobar si efectivamente se trata de ADN
mitocondrial, ademas también se muestra la secuenciacion de ADN de la region de
interés. A continuacion, se muestra como debera aparecer en la NCBI:
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REFERENCIA 2 (bases 1 a 1421)
AUTORES Kanazawa, A.
TITULO Envio directo

DIARIO Enviado (@6-AGD-1997) Kanazawa A., Facultad de Agricultura,
Universidad de Hokkaido, Kita 9, Nishi 9, Sapporo, 060, JAPON
CARACTERISTICAS Ubicacién/Calificadores
fuente 1..1421

forganismo="Glicina soja"
/organelle="mitocondria"
/mol_type="ADN gendmico"
/strain="Adhesién BOS0@2"
/db_xret="taxon: i34y
6n  295..1322
/note="repeticién de 328 pb"
regidn 295..593

/note="repeticidn de 299 pb"

caracteristica misc 3682..375
Jnota="trnfM"

gen 619..703
/gene="nad3"

[seudo
615..703
/gene="nad3"
/seudo
/codén_inicio=1
/db_xref="PSEUDO:CAA®4197.1"

13@0..1322
/note="repeticion de 23 pb"
1414..51421

/gene="atp6"

1414, .>1421

/gene="atps"
/codén_inicio=1
/protein_id="CAAG4198.1 " _
Jtraduccién="MLL"

ORICEY

-

cagotgtasg gatgsagatt gotttcagoe aasgagaatt asttgacttc gggctcgeac
61 cctatgtget cgatregate aacgaasata astcctgaas teacataaat ascastagaa
121 atcgttaagt aagtacgega atcttgacag tttttggags asgegtctgt tcactpgece
1 81 tttgesatgga atctggagat gtagttgrgt gragttcact tttttcttcg agattggeit
241 ggtcttcagt gtggecagte tcatttgcta atctatatgt tttcagtttc aagagggaag
301 aagcgegeta gagtaattgg tcaactcatc aggctcatga cctgasgatt geaggttcga
361 =2n cctgtcec cgectaates tetgaggeeg tagtcagect ccatctttca gattocgtasg
421 taactcagtg agtgctttee tttteccatg tetttotige ttpgtasace caaccagega
481 tttacaacaa acaagtcttt cctetcecta tggtcgagat actagtaace tettgttggg
541 ggaagcagtt asaasatges ccasagcass tgasattcgs atggetattc ctocktictc
601 satcaatcat gectraactg gteatgtcag aatttgeace tatttgteote tcattegtga
661 tcagtctget agtttctttg atcttcctcg gtottctttt tgttaatcca tcacaaacta
721 cacgasagtt geccocttat tttctotttg tttttottat ggetotegec tgtagea gta
781 acattccgat tgecktttgt tccggggecg acgacggtge cgtaccttcc catcaasata
841 stgsatggas agagttagtc cgtEtcttct Tagtggatcs coccaatcat tttacattca
981 ttattitecct tittittatg ctctatttct tgggeataat csasaggcac asagactact
961 ttcasgasgt sascgegtic astsgggatc cgaacctttt tatesgtaag tetassgcts
1821 cctattctgg aatt ctattt geatatgcag asassagags gaagaas assggatgacg
1821 atggogggga dggIggtaat gogggtasga sasogoanas gEatgocgat EEOEEEROIE
1141 zaggtaatas tacagtatca sagccgtega saggccagea asgggccgac acccctgsco
1201 ccgacagagg goa ssaatca gggatctgat toccagaagg raaccgggag coccgacta
1261 ctaacaggct gggacgtcta cttcttatta agasgtaccg ctccttgtge ggeggacace
1321 sttaacagtc cectpmatca atttgagata atcccattps ttpatstpas gatagetgac
1381 ttgtatttct cattcacasa tccctctttg tttatgetge t

SIGA NCBI

4. Posteriormente con ayuda del programa Primer Quest Tool podremos hacer el
disefio de los primers. Se ingresa a la pagina y se selecciona la opcién: Descargar
secuencia usando GenBack.

84



>O< I D I © CONSIGUEAYUDA Il | ES
s @ UZIEL VIVAS PELAEZ~

INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES
E OARTICULOS $0.00 MXN

PRODUCTOS Y SERVICIOS ~ APLICACIONES Y SOLUCIONES ¥ SOPORTE Y EDUCACION ¥ HERRAMIENTAS ¥ COMPANIA ¥

és utilizando el portal IDT de Uniparts-México.

Herramienta PrimerQuest

DISENO DE ENSAYO | RESULTADOS AYUDA | ACERCADE

Entrada de secuencia
| » Ingrese secuencia(s) manualmente
»  Descargar secuencia(s) usando Genbank o Accession ID

| »  Subir secuencias en un archivo Excel

5. Se Obtiene la secuencia (la cual debera coincidir con la del NCBI) y se procede
a elegir el disefio de los primers en este caso: 2 cebadores PCR.

Entrada de secuencia

- Ingrese secuencia(s) manualmente

CAGCTGTAAGGATGAAGAT TGC TTTCAGCCAAAGAGAATTAATT GACTTCGGGCTCGCACCCTATGTGCTCGATCCGATCAACGAARATAAA | Consejos

TCCTGAAATAACATAAATAACAATAGAAATC GTTAAGTAAGTACGCGAATCTTGACAGTTTTTGGAGAAAGCGTCTGTTCACTGGCCCTTTGA Pega tu secuencia enel cusdra de texto,
ATGGAATCTGGAGATGTAGTTGCGTGTAGTTCACTTTTTTCTTCGAGATTGGCTTGGTCTTCAGTGTGGGCAGTCTCATTTGCTAATCTATAT
GTTTTCAGTTTCAAGAGGGAAGAAGCGGGGTAGAGTAATTGGTCAACTCATCAGGCTCATGACCTGAAGATTGCAGGTTCGAATCCTGTCE

Anade hasta 50 secuencias en formato

.

CCGCCTAATCATCTGAGGCCGTAGTCAGCCTCCATCTTTCAGATTCGTAAGTAACTCAGTGAGTGCTTTCCTTTTCCCATGTCTTTCTTGATT FASTA
GGTAAACCCAACCAGCGATTTACAACAAACAAGTCTTTCCTCTCCCTATGGTCGAGATACTAGTAACCTCTTGTTGGGGEGAAGCAGTTAAAL
AATGAACCAAAGCAAATGAAATTCGAATGGCTATTCCTCCTTTCTCAATCAATCATGCCTCAACTGGTAATGTCAGAATTTGCACCTATTTGTC

.

La longitud de la secuencia debe ser
mayor que 80 bases.

.

PrimerQuest acepta solo bases de
écidos nucleicos

Nombre de

secuencia [acc AJ000643.1 [l BORRAR ENTRADADE SECUENCIA

»  Descargar secuencia(s) usando Genbank o Accession ID |

*  Subir secuencias en un archivo Excel |

Elige tu diseho
Cebadores PCR PCR Imprimaciones qPCR .
2 2 cotatrs o0 2intes OCULTAR PARAMETROS DE DISENO PERSONALIZADOS.
- intercalantes

6. El programa nos mostrara las posibilidades de primers que se pueden elegir, se
debera elegir la pareja de primers que mejor cumplan las condiciones de seleccidn
(Anexo 1), y que convenientemente tengan un tamafo de amplificado de entre 400
y 900 pb (en este caso solo hay una opcion, la cual cumple con dichas condiciones).
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Ubicaciones de los conjuntos de ensayos para ACC# AJ000643.1
C

]
I I I |
1 500 1000 1421

AGREGAR A LA ORDEN~ DESCARGAR ENSAYOS PERSONALIZAR EL DISENO DEL ENSAYO MOSTRAR REGIONES DE DESTINO PERSONALIZADAS

O Conjunto 1 ACC# AJO00643.1

Comenzar Detener Longitud  tm %GC
Longitud del amplicén: 160 Adelante 239 259 20 64 55
Ver detalles del ensayo Contrarrestar 379 399 20 64 60

AGREGAR A LAORDEN~

7. Posteriormente se muestra la siguiente pantalla con la secuencia de los primers
frontal y reverso.

ACC# AJ0O00643.1 Detalles del conjunto de ensayo 1

VOLVER A RESULTADOS

Conjunto de parametros: PCR general (solo cebadores)
Nombre de secuencia: ACC# AJ000643.1
Longitud del amplicén: 160

Comenzar Detener Longitud tm %GC
Adelante GGTICTTCAGTGTGGGCAG (Sentido) 239 259 20 64 55
ContrarresGE TGACTACGGCCTCAGATG (Antisentido) 379 399 20 &4 50
Base Secuencia
1 CRGCTGTAAGGATGGAAGATTGCT TTCAGCCARRAGAGAAT TAATTGACTTCGGECTCECACCCTATGTGCTCGATCCGATCARCGARAATARATCCTGARR

101 TARCATAAATAACAATAGAARTCGTTAAGTAAGTACGCGAATCTTGACAGTTTTTGGAGARAGCGTCTGTTCACTGGCCCTTTGAATGGAATCTGGAGAT

201 GTAGTTGCGTGTAGTTCACTTTTT TCT TCGAGAT TGGCIIGEICTTCAGTGTGEEGCAGTCTCATTTGCTAATCTATATGTTTTCAGTTTCARGAGGGGARG
301 AAGCGGGGTAGAGTAAT TGGT CARCTCATCAGGCTCATGACCCTGARGAT TGCAGGTTCGRATCCTGT CCCCGCCTARTCATCTGAGGCCCGTAGTCAGCConnecticut
401

CCATCTTTCAGATTCGTAAGTAACTCAGTGAGTGCTTTCCTTTTCCCATGTCTTTCTTGATTGGTARRCCCARCCAGCGATTTACRAACARACAAGTCTTT
501 CCTCTCCCTATGGTCGAGATACTAGTAACCTCTTGT TGGGGGAAGCAGT TARAAAATGAACCARAGCARAATGAAATTCCAATGGCTATTCCTCCTITTC

TC

IC
601 AR T CAAT CATGCCTCAACT GG TAATGTCAGRAT T TGCACCTATTTGTCTCTCATTCGTGATCAGTCTGCTAGTTTCTTTGATCTTCCTCGGTCTTCTTTT
701 TGTTAATCCATCACARRCTACACGARAGT TGCCCCCTTATITICICTTTGTTTTITCTTATGGCTTCCGCCTGTAGCAGTAGCATTCCGATTGCCTTTTGT
801 TCCGGGGCCGACGACGGTGCCGTACCTTCCCATCARAATAATGAATGGARGAGTTAGTCCGTGTCTTCTTAGTGGATCACCCCAATCATTTTACATTCR
201 TTATTITCCITTITTTTATGCCICTATTTCI TGGGCATAATCAARAGGCACAAAGACTACTTTCAAGAAGTAAACGAGTTCAATAGGGATCCGAACCTTTT
1001 TATALGTAAGTATARAGCTACCTATTCTGGRATTCTAT TTGARTATGCAGRAR R A AGAGGAAGRAGARARAGGATGACGAT GEAGEGGARGGAGGTART
1101 GRGGGTAAGAARRAGRRARAGGATGACGATGGAGGGGAAGGAGGTAATAATACAGTATCARAGCCGTCGARRGGCCAGCARRGGGCCGACACCCCTGACT
1201 COGACRGRGGGECARARATCAGGEEAT CTGATTCOCAGRAGGCARCCGEEAGCCCCGACTTACTARCAGGCTGGEACGCTACTTCTTATTARGRAGTACCG
1301

CTCCTTGTGCGGGCEGACACCATTARCAGTCCGCTGGATCAATTTGAGATAATCCCATTGATTGATATGGAAGATAGGTGACTTGTATTTCTCATTCACARR
1401 TCCCCTTTGTTTATGCTGCT

8. A continuacién se debera dar BLAST al primer frontal y al primer reverso para
verificar que dicha pareja de primers corresponden a la soya.
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Organismo
Opcianal

Excluir

Opcional

Limitar a
epeional

Entrez consulta

epeional

Pruebe bases de datos tax experi
 Huevo [N Duscargar )
O Bases de datos experimentales. Para obtener mas Informacion, consulte ;Qué son las bases de datos
taxonomicas de nt?
| Coleccion de nuckedtidos (nrint) v @

| exciuir (“Agregar organisme

Ingrese el nombre comdn del organismo, el binomio o la identificacion fiscal. Solo se mostrardn los 20 taxones principales €

() Modelos (xmxp) [

de muestras no culth

() secuencias del material tipo,
| VoullIT) Crear base de datos personalizada

Ingrese una consulla de Entrez para limitar la bisqueda @

Seleccion de programa

Optimizar para

Buscar en la base de datos Coleccién de nucledtidos (nrint) usando Blastn
MOSITIF re3UILIGOS #1 LNA N3 VeNTNa

() Secuencias muy similares (megablasto)
() Secuencias mas diferentes (megablasto no cantiguo)

@ Secuencias algo similares (blastn)

Elija un algoritmo BLAST @

algo

9. Finalmente se abrira una nueva ventana en donde se podra ver el porcentaje de

cobertura y el porcentaje de Identidad de la pareja de primers disefiados. Dichos

porcentajes deberan ser equivalentes al 100%.

Comprobacion de la especificidad del Primer frontal (PF):

Resumen gréfico

Secuencias que producen alineamientos significativos.

seleccionar todo

Alineaciones Taxonomia

Descargar

100 secuencias seleccionadas

Comprobacion de la especificidad del Primer reverso (PR):

Descipcion rflnrrmre Ma:\m Puntaje ol valor
= cientifico | puntaje  total E
- - + | Consulta -
-

PREDICTO: Cajanus cajan supuesta proteina ATP sintasa YMFE19 (LOC109793860),... Cajanus cajan 40.1 401 100% 23
Mitocondria de glicina soja, genoma completo glicina soja 401 120 100% 23
Mitocondria de Glycine max, genoma Glygine max 401 120 100% 23
Cultivar Glycine max Williams 82 cromosoma 17 Glycine max 401 401 100% 23
Cultivar Glycine max Williams 82 cromosoma 1. genoma completo Glycing max 40.1 120 100% 23
Mitocondria de Glycine max, genoma complete Glycine max 401 120 100% 23
Mitocondnia de Millettia pinnata, genoma completo Pongamia pi 40.1 80.3 100% 23
Gen tRNA-fMet de glicina s01a8,_secuencia completa; v gen de la subunidad 2 de la ci. .. glicina s0j8 401 401 100% 23
ADN mitocondrial de glicin soja para la region 5 ‘del gen alpé glicina soia 401 401 100% 23
Gan COll mitocondrial de soja para la subunidad Il de la citocromo oxidasa y gen tR... Glycine max 401 401 100% 23
Mitocondria de Psychotria semens, genoma completo nsicotria serp 40.1 80.3  100% 23
Conjunto del genoma de Raja brachyura,_cromosoma: X Raja brachyura  38.2 38.2 85% 9.1
Conjunto del genoma de Amphipyra berbera,_cromosoma: 9 Amphipyrab... 382 38.2 85% 91
Conjunto del genoma de Crocallis elinguaria, cromosoma: 6 Crocallis elin. 8.2 382 85% 9.1
Conjunto del genoma de Zootoca vivipara, cromosoma: 11 Zootoca vivip... 38.2 382 85% 91
Conjunto del genoma de B 15 diminuty 3 Balanococey .. 382 38.2 95% 9.1

Seleccionar columnas >

Por.
Identidad
v

100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%

Acc. len

181
402545
465094

44233274
370871
402558
425718

454
1421
2020

916319

26664176

21688464

32482826

64157462

63275295

Espectaculo

Adhesién

91|1662989313|XM 020353331.2

ai|1511246382|NC_039768.1
i|2616762076|0R687435 1
Q25671767 16|CP126442 1
0i|2106369952|MW331584.1
QIj476507670|NC_020455 1
I|372450249|NC_016742 1
0i|3560548|AF052653.1
0i|2326448|AJ000643 1
i|12974|X04825 1
012431497069|NC_069806.1
0i[2582881340|0Y740817 1
0i|2063803975|0L343130 1
gi|2041866687|0U026070.1
a1|2579102280]|0Y735912.1

9|2551371612|0Y390716 1
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il

R
| Secuencias

Alineaciones Taxonomia
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Descnpcion
-
Vigna radiata var ADN SecUencia L cultiver TC1966 Vigna radiata .~ 401 401 100% 23 10000% 402081 gl|1778501162|AP014717 1
PREDICTO" Ipomoea triloba proteina mitocondrial no caraclerizada similara ymf (L .. [pomoea tiloba  40.1 401 100% 23  100.00% 1715  gi|1766781510(XM_ 031230520 1
& de Ph yulgans, genoma Faseolusvul... 401 40.1 100% 23 100.00% 395516 gi|1772633294|NC 0451351
PREDICTO: Cajanus cajan supuesta proteina ATP sintasa YMF18 (LOC109783860), .. Calanus cajan ~ 40.1 401 100% 23 10000% 1811  0|1662989315(XM 0203533312
Viana ur cullivar Xjabao 2 vuga Vignaunauic.. 400 401 100% 23 100.00% 53037893 g1626664728|CP039355.1
Vigna unguiculata cultivar Xiabao 2 cromosoma VulS Vigna unguic...  40.1 401 100% 23  100.00% BO5TETS5 qi[1626660501|CP039354 1
Vigna unguic 401 401 100% 23  100.00% 55796738 0i|1626643659|CP039349 1
Vignaunguic .. 401 401 100% 23 100.00% 82253002 g)|1626631307|CP039346 1
Ipomoea trifida  40.1 401 100% 23 100.00% 24193007 qi|1477771528(CP025655 1
Ipomoesa {rifidg  40.1 401 100% 23 10000% 24884449 0)|1477771526(CP025653 1
leucaenaiic = 401 401 100% 23 10000% 722008 qi|1511244784|NC_D3G738 1
PREDICTO Vigna unguiculata supuesta proteina ATP sinfasa YMF10 (LOC1141713. . Vignaunguic... 401 401 100% 23 10000% 817 gil1570310925(XM_028056448 1
40.1 803 100% 23  10000% 698138 qj|1583107467|NC_ 040998 1
401 401 100% 23 10000% 12149 gi|1142B19725|KU992354 1
401 401 100% 23 10000% 12353  qi1142819720|KUS92351 1
401 200 100% 23  10000% 465004 qi|2616TE2076IORGATAIG 1
ADN de nil cultivar estandar Tokyo-kokei nula 401 803 100% 23 10000% 265768 gi|1075058435|NC 0311581
Cromesoma Cyn CoocB525 Cynomerum ... 401 401  100% 23 10000% 21758  gi[1043394021|KX270789.1
Cultvar Glyane max Williams 82 cromoesoma 17 Giycine max 401 401 100% 23 10000% 44233274 0)|2567176716/CP126447 1
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