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RESUMEN

Debido al aumento en la demanda de alimentos pesqueros pro-
cesados, tanto las industrias como los organismos reguladores,
han desarrollado normativas para asegurar la calidad de estas
ventas siendo el etiquetado de los alimentos una de las normas
con mayores exigencias a nivel mundial, pero que puede ser al-
terado. La trazabilidad genética se basa en la identificacion de
los animales y sus productos a través del estudio de ADN. El
objetivo del presente estudio fue evaluar, mediante técnicas de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), la identificacion
molecular de algunas muestras de atun, tanto fresco como enla-
tado, que son comercializados en Venezuela. Se ensay6 la
PCR asociada a Polimorfismo de la Longitud de Fragmentos de
Restriccion (PCR-RFLP), con dos juegos de cebadores y dife-
rentes enzimas de restriccion. Los resultados mostraron que
una de las especies empleadas en el enlatado del atun es el
atun blanco (Thunnus alalunga). Este trabajo representa la pri-
mera prueba piloto en Venezuela que permitié evaluar la identi-
ficacion molecular de especies de atun, la cual podra ser desa-
rrollada para diferentes especies pesqueras.

Palabras clave: Identificacion molecular, PCR-RFLP, Thun-
nus alalunga, trazabilidad.

ABSTRACT

Fish processed products demand is increasing at the global
word and the regulatory agencies and industries need to con-
trol the quality and identity of different fish species by labeling
regulations. Genetic traceability is based on the identification of
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animals and their products through the study of DNA. The ob-
jective of this study was evaluate, by reaction Polymerase
Chain (PCR), molecular identification of some samples of tuna,
either fresh or canned, that are sold in Venezuela. Using differ-
ent DNA samples isolated from fresh and canned fish were
tested by PCR associated Polymorphism Restriction Fragment
Length (PCR-RFLP) with two different sets of primers and re-
striction enzymes. Results showed that one of the species
used for canning was albacore (Thunnus alalunga). This study
represents the first studies in Venezuela that allowed evaluate
the molecular identification of tuna species, which may be de-
veloped for different fish species.

Key words: Molecular identification, PCR-RFLP, Thunnus ala-
lunga, traceability.

INTRODUCCION

El atin (Thunnus spp.) es un pez pelagico de alto precio
en el mundo, y éstos se diferencian entre si dependiendo de la
especie [8], siendo organismos oceanicos de coloracion azul
oscuro en el dorso y el vientre blanco plateado con reflejos iri-
sados. Se pueden localizar en aguas templadas, como el “atin
aleta azul” (T. thynnus) y la albacora o atun blanco (T. alalun-
ga), mientras que también se ubican en aguas calidas el “atun
aleta amarilla” o rabil (T. albacares) y el barrilete (Katsuwonus
pelamis) [1, 8]. Segun Giménez [6], la pesca comercial de tuni-
dos se inicia con los palangreros japoneses en la zona del Pa-
cifico a inicios del siglo XX, pero adquiere una alta significa-
cion en el Pacifico Oriental Tropical, después de la Segunda
Guerra Mundial, y es para mediados de la década de los cin-
cuenta que Venezuela se incorpora en la actividad atunera. En
las ultimas décadas, los animales de las diferentes especies
de tunidos adquirieron un impacto global por la demanda de
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sus alimentos procesados, como en el caso del sushi, enlata-
do, fresco o congelado [6]. En el comercio internacional, los
paises que participan en la comercializacion del pescado son
mas que aquellos que lo hacen con otros productos alimenti-
cos, y el numero sigue aumentando cada vez mas [7]. Asi, el
alto grado de explotacion de los recursos en las pesquerias
clasicas, junto con el aumento de su consumo a nivel mundial
ha llevado a la busqueda y captura de especies alternativas,
incrementando la diversidad de especimenes disponibles para
el consumidor, haciendo dificil mantener un control en el pro-
cesamiento de alimentos [12].

Estas razones han contribuido a la necesidad de encon-
trar un sistema para mantener la calidad 6ptima y la identidad
de los productos alimentarios. La trazabilidad es la respuesta a
la demanda de los consumidores en relacion a la transparen-
cia y se esta convirtiendo en sindnimo de seguridad y elevada
calidad alimenticia. La trazabilidad se define como la capaci-
dad para documentar todos los elementos relevantes (movi-
mientos, procesos, controles) necesarios para la historia de un
producto pudiendo ser utilizada para certificar la calidad de un
alimento, su origen y también su seguridad en relacion a es-
tandares conocidos. Entonces, la trazabilidad se convierte en
la herramienta principal, tanto para asegurar la responsabili-
dad efectiva de los industriales y operarios de los alimentos,
en relacion a la calidad final del producto, como para acometer
y manejar los riesgos de forma efectiva [5].

La mayoria de los estudios sobre productos procesados
de alimentos pesqueros estan dirigidos a la identificacion de
especies de atun (Thunnus spp) o salmoén (Salmo spp), ya que
existen, al menos, 17 tipos de pescado de importancia comer-
cial que pueden presentar una carne con textura, sabor, y co-
lor similar [5].

Las técnicas de biologia molecular pueden ayudar a iden-
tificar los pescados y sus productos gracias a su propio ADN (a
su “huella” genética) y no a una etiqueta asociada a ellos. Estas
metodologias son muy precisas y dado su alto nivel de automa-
tizacién se disminuyen los errores humanos que pueden estar
asociados con los sistemas de etiquetado manuales. Estas cua-
lidades convierten a la biologia molecular en una herramienta
basica para la trazabilidad en el sector alimentario, y en poco
tiempo su uso se esta generalizando en los procesos condu-
centes a garantizar la calidad y la seguridad de un alimento [5].
Si bien es una técnica bastante compleja y requiere personal
especializado, en los paises desarrollados como la Unién Euro-
pea y Estados Unidos de Norteamérica (EUA) ésta técnica esta
adquiriendo cada vez mayor importancia para evitar los posibles
fraudes en el etiquetado de productos pesqueros [10, 12,13].
Con estos avances biotecnologicos y sus aplicaciones se ha
creado una nueva terminologia que engloba la biologia molecu-
lar con la industria alimenticia y se denomina la trazabilidad ge-
nética, que se basa en la identificacion a través del estudio del
ADN. De hecho, la molécula de ADN se ha caracterizado por
ser variable entre los individuos y esta caracteristica permite
distinguirlos entre ellos [4].

Las muestras de ADN pueden ser tomadas de cualquier
tejido biolégico. En la practica, la toma de éstas debe ser de
bajo costo y de ejecucion facil. Los ensayos de trazabilidad ge-
nética deben producirse en un formato adecuado para el anali-
sis de laboratorio y constan de cuatro etapas: aislamiento del
material genético presente en la muestra, amplificacién por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de los fragmentos
de ADN que se quieran identificar, posteriormente se utiliza la
técnica de polimorfismos de fragmentos de restriccion (RFLPs)
de los productos amplificados o secuenciacién de fragmentos
de ADN, y por ultimo se puede realizar un analisis filogenético
de las secuencias obtenidas, mediante comparacion con se-
cuencias conocidas de otras especies. En el caso de los pro-
ductos pesqueros, el analisis del genoma mitocondrial (ADNmt)
(principalmente en regiones de control, en el gen que codifica el
citocromo b y en los genes que codifican las ATPasa) ha sido
usado extensivamente para conocer las relaciones evolutivas
entre las especies del género Thunnus [10].

La utilizacién del PCR en la autentificacién de los ali-
mentos presenta ventajas sobre los métodos tradicionales ba-
sados en la identificacién de proteinas especificas de las es-
pecies, especialmente si se adapta para la amplificacién de
fragmentos del ADNmt, que se encuentra en gran cantidad de
copias por célula, porque exhibe gran variabilidad en los ge-
nes, garantizando la discriminacion suficiente entre especies
diferentes [2].

El emplear ADNmt o ADN nuclear (ADNn) también pue-
de depender de la integridad del fragmento de ADN objetivo
[15]. Cuando el ADN se somete a tratamiento térmico puede
ser degradado en fragmentos que van, desde menos de 100pb
hasta aproximadamente 500pb [3, 13, 14]. En este caso, es
mas adecuado analizar el ADNmt debido a su abundancia re-
lativa en comparacién con el ADNn sumado al hecho que la
estructura circular del ADNmt le otorga una mayor resistencia
a la degradacion inducida por el calor; ademas es de herencia
materna y no tiene la recombinacién en todos los vertebrados,
de modo que la secuencia de ADN mitocondrial es mas con-
servadora. En efecto, se ha utilizado el ADNmt para la identifi-
cacion de especies, incluso en los productos que contengan el
material genético posiblemente degradado, como el atun enla-
tado [1, 8, 10, 13, 16].

El gen del ADNmt comunmente estudiado en la identifi-
cacion de especies ha sido el que codifica el citocromo b (cyt
b), utilizandose para identificar peces planos, anchoas (An-
choa spp), anguilas (Anguilla spp) y muchos otros [2, 3, 17].
Debido a la variacion relativamente alta entre-especies y la
baja variacion intra-especies, la secuencia del gen cyt b mues-
tra una variacion considerable, que permite incluso la diferen-
ciacion de los individuos de especies estrechamente relaciona-
das [3]. Cuando las variaciones son demasiado pequefias para
ser detectadas de esta forma (<100pb de diferencia), los pro-
ductos del PCR pueden ser analizados por PCR-RFLP, en la
cual el producto de PCR de interés, simplemente es digerido
con las enzimas de restriccion preseleccionadas y luego su
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patron de restriccién es comparado con muestras de referen-
cia para la identificacion de la especie [9]. Este procedimiento
ha sido ampliamente utilizado en la autenticacién de pescados
y mariscos, es por ello que puede ser una buena opcion para
estudios a gran escala que implican la deteccion de especies
de pescados, como aquellas que podrian ser usadas por
agencias de inspeccién de alimentos para hacer cumplir las re-
gulaciones de etiquetado y evitar fraudes [15]. Los resultados
de varios estudios han demostrado que el PCR-RFLP es ade-
cuado para el andlisis de especies estrechamente relaciona-
das, para muestras que contienen especimenes mixtas y para
las que han sido sometidas a distintos niveles de procesa-
miento, incluyendo la esterilizaciéon por calor evitandose la sus-
titucion de especies de bajo valor econémico por otras mas
costosas [3, 13, 16, 17].

En Venezuela se estd comenzando a utilizar la biologia
molecular en los andlisis cientificos, industriales y agropecua-
rios en el ambito de la alimentacion. Sin embargo, hasta la fe-
cha en el pais no se habia realizado ningun estudio basado en
la genética molecular para evitar fraude con los productos pes-
queros. El objetivo del presente estudio fue evaluar las técni-
cas moleculares en productos enlatados de atun, continuando
estudios previos, como lo fue la estandarizacion del método de
extraccion de acidos nucleicos [1], aportando asi a la industria
pesquera al Estado, ensayos que le permitan otorgar a sus
productos un alto nivel de seguridad y evitar las sustituciones
de materias primas y el fraude.

MATERIALES Y METODOS

Para la identificacion molecular y a fin de estandarizar y
evaluar la técnica de PCR, diversas muestras de atun enlatados
y comercializados en Venezuela fueron obtenidas. Se partié de
un conjunto de muestras de acidos nucleicos (AN) previamente
aislados de: atun fresco ofertados en la region capital (en mer-
cados populares (F1j), supermercados (S1m), pescaderias
(P1m) y camiones de pescados (C1m)), tejido de bagre rayado
(Pseudoplatystoma tigrinum, (R1m)) como control experimental;
y finalmente, diversas latas de atun comercial, obtenidas en su-
permercados y mercados populares de la ciudad capital, de lo-
tes diferentes, bajo distintas presentaciones, tales como atun al
limén (L1k); en aceite de oliva (A1k), al natural (N1k) y ahuma-
do (H1k), segun fue descrito previamente [1].

Amplificacion del fragmento del gen mitocondrial del
citocromo b

La amplificacién de un fragmento de gen del citocromo b
utilizando PCR anidado se realizé6 mediante una modificacién
del método descrito por Pardo y Pérez-Villareal [10], emplean-
do dos pares de iniciadores: cytBH con L14735 y H276 con
L276 (TABLAI).

En todas las reacciones de PCR, el volumen final para la
reaccion fue de 25 ul, colocando para cada ensayo: 2,5 ulL de
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TABLA | ]
INICIADORES EMPLEADOS PARA LA AMPLIFICACION DE
UN FRAGMENTO DEL GEN DEL CITOCROMO b POR PCR.

Iniciadores Secuencia Tamarno del
fragmento
CytBH 5-CCC CTC AGA ATG ATA 465pb
TTT GTC CTC A-3
L14735 5-AAA AAC CAC CGT TGT
TAT TCA ACT A-3
H276 5-ACT AGG AGT AGG 276pb
AGT ACT ACT C-3’
L276 5-ACT TTG GCT CAC TAC
TTG GCC-3

pb: pares de bases.

Buffer o Solucion amortiguadora 10X; 1,75 uL de MgCl, 50mM;
0,5 uL de dNTP’s 10mM (Promega Corporation, Madison WI,
EUA); 0,125 uL de la enzima Tag ADN Polimerasa 5 U/mL (Pro-
mega Corporation, Madison WI, EUA); 2,5 uL de cada iniciador
10 uM (Albis Venezolana); 0,1 — 1 ug de la muestra de ADN pre-
viamente aislada, o de los productos de la primera reaccién de
PCR, segun sea el caso y agua bidestilada estéril hasta comple-
tar el volumen final. Los tubos se colocaron en el termociclador
(Personal Mastercycler®, Modelo 950000031, Eppendorf, A. G.
Hamburg, Alemania) con las condiciones de temperatura y tiem-
po adecuados para la amplificacién de las secuencias de los ge-
nes del cyt b, como se indican en la TABLA II.

TABLA Il
CONDICIONES PARA LA AMPLIFICACION POR PCR
DEL GEN DEL CITOCROMO b CON LOS INICIADORES
cytBH Y L14735

Condicion Temperatura Tiempo N°de
(°C) Ciclos
Calentamiento 94 5min 1
Desnaturalizacion 92 Tmin 13
Hibridacién con los iniciadores 54 30seg 40 {13
Extension de los cebadores 72 30seg 13
Extension final 72 7min 1
Preservacion 4 00 1

Una vez que las muestras fueron amplificadas se realizd
la segunda reaccion de PCR. Se tomaron los mismos volume-
nes para la mezcla de reaccion utilizando en este caso los ini-
ciadores L276 y H276; se colocaron en el termociclador con
las condiciones de temperatura y tiempo adecuados para la
amplificacion, como se indican en la TABLA Ill. Una vez que
las muestras fueron amplificadas, se preservaron en un conge-
lador marca General Electric, Venezuela a -20°C para su anali-
sis posterior.
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TABLA Il
CONDICIONES PARA LA AMPLIFICACION POR PCR
ANIDADO DEL GEN DEL CITOCROMO b CON
LOS INICIADORES L276 Y H276

Condicion Temperatura Tiempo N°de
(°C) Ciclos
Calentamiento 94 5min 1
Desnaturalizacién 92 30seg 8
Hibridacién con los iniciadores 52 30seg 25 {8
Extension de los cebadores 72 30seg 8
Extension final 72 7min 1
Preservacion 4 o0 1

Electroforesis de los fragmentos de ADN amplificados

Para la visualizacion e identificacion de los productos
de PCR, se utilizaron geles de agarosa al 2% (p/v) en buffer
TBE 1X (10X: Tris Base 0,89 M; acido bérico 0,89M; EDTA
0,02M) con las camaras de electroforesis horizontal (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA). Se mezclaron las
muestras de amplificacion con el buffer de carga 6X (azul de
bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25% vy glicerol 30%) (Pro-
mega Corporation, Madison WI, EUA), mas un marcador de
peso molecular (Molecular Ruler de 100pb, Promega Corpo-
ration, Madison WI, EUA). La electroforesis se realiz6 a volta-
jes entre 80 a 100 V. Posteriormente se traté el gel con una
solucion de bromuro de etidio (C21H20BrN3), a una concen-
tracion de 0,5 mg/mL, durante 15 min. Se observé el ADN,
empleando el equipo Gel Doc 1000 (Bio-Rad Laboratories,
Inc.EUA), mediante el programa Multi-Analyst®/PC (Bio-Rad
Laboratories, Inc. EUA).

Purificacién de los fragmentos de ADN amplificados

Previo al andlisis del RFLP se purificaron los fragmentos
de PCR empleando el estuche comercial CONCERT™ Rapid
PCR Purification System (GIBCO, Life Technologies), siguiendo
la metodologia estandar recomendada por la casa comercial.

Analisis de los fragmentos de ADN obtenidos a través
del RFLP

Se riguieron las condiciones reportadas por Pardo y Pé-
rez-Villarreal [10]. EI ADN amplificado para cada muestra se
sometié a digestion con diferentes enzimas de restriccion
(BsiYl, Ndell, Bsal, Stul y Tsp509I), segun las especificaciones
dadas por la casa distribuidora (Promega Corporation, Madi-
son WI, EUA). Posteriormente, las digestiones fueron analiza-
das mediante una electroforesis en geles de agarosa.

Electroforesis de los fragmentos de ADN obtenidos

Los fragmentos de ADN que se obtuvieron para cada
muestra de atun fueron separados por electroforesis en gel de
agarosa al 1 - 3% (p/v) en buffer TBE 1X, en las mismas con-
diciones descritas anteriormente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Amplificacion de un fragmento del gen cytb usando PCR
Anidada

Los resultados del ADN aislado de las muestras de los
diferentes pescados frescos, en la primera y segunda reacciéon
de PCR se muestran en la FIG. 1. Se observaron las amplifica-
ciones esperadas (465pb y 276pb, respectivamente). En la
FIG. 2, se representa graficamente los sitios especificos donde
anclan los iniciadores empleados, en algunas de las especies
de tunidos empleadas comunmente a nivel comercial.

Considerando que no se obtuvieron los fragmentos de
276pb esperados con la PCR anidada para el ADN obtenido de
las muestras enlatadas, empleando los juegos de iniciadores
H276 y L276 (FIG. 3), se recurrié a un analisis in silico con los
datos depositados en la base de datos GenBank® Version
2.2.21 (numeros de acceso NC005317, NC004901 vy
NC005316), correspondientes a las secuencias de 465pb, la
cual fue la amplificada. Se logré determinar el tamafio teérico
del fragmento que pudiera ser obtenido con el primer juego de
iniciadores y comprobar los fragmentos de restriccion espera-
dos después del tratamiento con las diferentes enzimas de res-
triccion. Se pudo demostrar después, experimentalmente, que
las enzimas de restriccion mantienen el patron de bandas, sin
necesidad de realizar la segunda amplificacion (TABLA 1V,
FIG. 2). Con esta aproximacion se obtuvieron los resultados es-
perados para las muestras tanto frescas como las enlatadas.

12 3 456 78910 1121 14 15

FIGURA 1. REGISTRO FOTOGRAFICO DE UNA CORRIDA DE
ELECTROFORESIS DE LOS DIFERENTES PRODUCTOS DE
LA PCR ANIDADA, UTILIZANDO LOS INICIADORES cytBH/
L14735, PARA OBTENER FRAGMENTOS DE 465pb Y LOS
INICIADORES L276/H276 PARA OBTENER FRAGMENTOS
DE 276pb EN LAS MUESTRAS DE ATUNES FRESCOS. CA-
RRIL 3 y 10: PRODUCTO F1j. CARRIL 4 y 11: PRODUCTO
S1m. CARRIL 5y 12: PRODUCTO P1m. CARRIL 6 y 13: PRO-
DUCTO C1m, EN LA PRIMERA REACCION Y ANIDADO RES-
PECTIVAMENTE. CARRILES 7 Y 14: PRODUCTO R1m (CON-
TROL NEGATIVO). CARRILES 2 Y 9: MARCADOR DE PESO
MOLECULAR (100pb). CARRILES 1, 8 Y 15: VACIOS.

371



Identificacién de especies de atun (Thunnus spp) en Venezuela utilizando la técnica de PCR / Aguilar, A. y col.

| ADN mitocondrial |
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s Thunnus albacares
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FIGURA 2. REPRESENTACION GRAFICA DEL MAPA DE RESTRICCION OBTENIDO CON LAS DIFERENTES
ENZIMAS DE DIGESTION EN DIFERENTES ESPECIES.

12345678910 11121314 1516171819 20

B TAAe s

FIGURA 3. REGISTRO FOTOGRAFICO DE UNA CORRIDA
DE ELECTROFORESIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR OB-
TENIDOS UTILIZANDO LOS INICIADORES L276/H276
(276pb) Y cytBH/L14735 (465pb), CON LAS MUESTRAS DE
ATUNES FRESCOS Y ENLATADOS. CARRILES 3 Y 15:
PRODUCTO A1k. CARRILES 4 Y 16: PRODUCTO H1k. CA-
RRILES 5 Y 17: PRODUCTOS N1k. CARRILES 6 Y 18: PRO-
DUCTOS L1k, EN LA PRIMERA REACCION Y ANIDADO
RESPECTIVAMENTE. CARRILES 11, 12, 13 Y 14: PRODUC-
TOS F1j, S1m, Pim Y C1m ANIDADOS. CARRILES 7 Y 19:
PRODUCTO R1m (CONTROL NEGATIVO). CARRILES 2 Y
10: MARCADOR DE PESO MOLECULAR (100pb). CARRI-
LES 1, 8, 9 Y 20: VACIOS.

Pardo [11], previamente reportd que el tamafio de los
fragmentos del ADN para identificar muestras de pescados re-
presenta un problema cuando se quieren diferenciar especies
filogenéticamente cercanas, tales como las especies de tuni-
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dos, condicionando enormemente la eleccion del fragmento a
utilizar como marcador de especie. Por consiguiente, aunque
se han descrito métodos capaces de discriminar entre tunidos
utilizando marcadores menores de 200 pb es recomendable
realizar un estudio previo de la variabilidad inter e intra-espe-
cifica del fragmento de ADN que se vaya a utilizar como mar-
cador. Una manera de minimizar este efecto, descrito por Par-
do y Pérez-Villarreal [10] es incrementar la especificidad de
los fragmentos de ADN mediante PCR Anidada, de este
modo, los autores reportan la amplificacion satisfactoria de un
fragmento de 276 pb a partir de conservas de tdnidos. Sin em-
bargo, esto puede incrementar el costo de la reaccion, lo cual
representa una desventaja para paises como Venezuela.

Andlisis del PCR-RFLP

Los resultados de los productos de PCR de los pesca-
dos frescos y los atunes enlatados comerciales, digeridos con
las enzimas Bsal, Ndell, Stul y Tsp509I se presentan en las
FIG. 4 y 5. En la mayoria de las muestras, tanto las frescas
como las enlatadas, se observé que la especie comercializada
en la lata es el Thunnus alalunga, conocida comunmente
como albacora o atun blanco (Carriles 4, 8 y 17 de la FIG. 4;
carriles 10 y 15 de la FIG. 5). Las bandas que se observaron
fueron de 141 y 324pb, que segun la informacién presentada
en la TABLA IV se corresponde a esta especie.

En las muestras en los cuales no hubo digestion de la
banda de 465pb se podria inferir catalogarlas correspondien-
tes a la especie Thunnus albacares (atun aleta amarilla), que
habita en muchas regiones ecuatoriales y tropicales del mun-
do, aunque también podrian corresponder a otra especie.
Para confirmar entre las diferentes posibilidades se deberia
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TABLA IV
LONGITUDES ESTIMADAS DE LOS FRAGMENTOS DE RESTRICCION ESPERADOS EN DIFERENTES
ESPECIES DE PESCADOS AL TRATAR EL PRODUCTO DE 465 pb CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Ndell Stul Tsp509I1 Bsal
T. thynnus (164+301) pb 465 pb 465 pb 465 pb
T. alalunga 465 pb (141 + 324) pb 465 pb 465 pb
T. obesus 465 pb 465 pb (210 + 255) pb 465 pb
K. pelamis 465 pb 465 pb 465 pb (127+190+148) pb

pb: pares de bases.

123456 789101 1213 16 171819 20
. L ik T O T S NTE 4. :

485pb
—324pb
—141pb

BNSTBNST B NSTBNST BN

FIGURA 4. REGISTRO FOTOGRAFICO DE UNA CORRIDA DE ELECTROFORESIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR DE LAS
MUESTRAS DE PESCADOS FRESCOS, DIGERIDOS CON LAS ENZIMAS Bsal (B), Ndell (N), Stul (S) Y Tsp509I (T).
CARRILES 2, 3, 4 Y 5: PRODUCTO F1j. CARRILES 6, 7, 8 Y 9: PRODUCTO S1m. CARRILES 11, 12, 13 Y 14: PRODUCTO
P1m. CARRILES 15, 16, 17 Y 18: PRODUCTO C1m. CARRILES 19 Y 20: PRODUCTO R1m (CONTROL NEGATIVO).
CARRILES 1Y 10: MARCADOR DE PESO MOLECULAR (100pb).
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FIGURA 5. REGISTRO FOTOGRAFICO DE UNA CORRIDA DE ELECTROFORESIS CORRESPONDIENTE A LOS
PRODUCTOS DE PCR, DE LOS ATUNES ENLATADOS, DIGERIDOS CON LAS ENZIMAS Bsal (B), Ndell (N), Stul (S)
Y Tsp509I (T). CARRILES 2 Y 3: PRODUCTO R1m (CONTROL NEGATIVO). CARRILES 4, 5,6 Y 7: PRODUCTO A1k.
CARRILES 8,9, 10 Y 11: PRODUCTO H1k. CARRILES 13, 14, 15Y 16: PRODUCTO N1k. CARRILES 17, 18, 19 Y 20:

PRODUCTO L1k. CARRILES 1Y 12: MARCADOR DE PESO MOLECULAR (100pb).
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secuenciar el fragmento obtenido o alternativamente digerirlo
con una endonucleasa como la enzima BsiYl, que permite
identificar molecularmente a esta especie.

Los resultados del presente estudio permiten identificar
molecularmente diferentes muestras de atun fresco y enlatado,
representando uno de los primeros estudios de trazabilidad mole-
cular en Venezuela, como método para la autentificacion de es-
pecies como forma de inspeccion de la calidad de los alimentos.

Este desarrollo tecnolégico representa un aporte de gran
utilidad en el area de analisis de los alimentos para las empresas
productoras, empacadoras Y distribuidoras y, mas aun, para las
instituciones reguladoras, ya que seria una alternativa innovado-
ra en los controles a seguir, implementandose la trazabilidad mo-
lecular. La metodologia empleada, pudiera servir como prueba
piloto, para posteriormente ser utilizada en la obtencién de otros
protocolos para detectar autenticidad en distintos productos.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con el presente trabajo de investigacion se pudo disefar
una técnica molecular apropiada y de resultados rapidos, que
puede ser implementada con diversos productos pesqueros,
como control de calidad y autenticidad. El primer juego de ini-
ciadores (cytBH y L14735) es lo suficientemente especifico
para amplificar 465 pb de diferentes tipos de pescados y per-
mitir una adecuada identificacion molecular con el analisis de
RFLP, sin recurrir a una PCR anidada. Asi mismo, se infiere
que, una de las especies comunmente empleada en Venezue-
la como materia prima en la comercializacion para las conser-
vas de tunidos es el atun blanco o Thunnus alalunga. Este mé-
todo de identificacion es una herramienta precisa y robusta de
control del mercado. Se recomienda continuar y fortalecer esta
linea de investigacion para evaluar los diversos tipos de enla-
tados que existen en el mercado nacional. El método también
debe ser ensayado para comprobar su rendimiento y eficacia
cuando es empleado con otro tipo de alimentos y con diversos
juegos de iniciadores, para aumentar la especificidad del frag-
mento amplificado y que permita aplicar ésta y otras técnicas
moleculares a nivel industrial y gubernamental como un instru-
mento util para autentificar los productos nacionales.
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