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RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo identificar molecularmente los subproductos pesqueros
comercializados en la Amazonia peruana a nivel de especie. Fueron colectados 139 muestras de
diferentes subproductos pesqueros (66 filetes frescos, 16 muestras de carne picada y 57 filetes
seco-salados), en los mercados de las ciudades de lquitos y Pucallpa durante los periodos
hidrol6gicos de vaciante y creciente. La identificacion molecular fue realizada mediante la
secuenciacion del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa subunidad | (COIl). Los resultados
muestran que el 47 por ciento de las muestras colectadas fueron reemplazadas por otras especies,
observandose una relacion positiva entre el grado de procesamiento de la carne de pescado y el
nivel de sustitucion de especie (94, 76 y 0 por ciento en carne picada, filete fresco y filete seco
salado, respectivamente). La tasa de sustitucion fue significativamente mayor en Pucallpa que en
Iquitos (60 y 36 por ciento, respectivamente), asimismo fue ligeramente superior en creciente que
en vaciante (49 y 44 por ciento, respectivamente), aunque estas diferencias no fueron
estadisticamente significantes. La elevada tasa de sustitucion encontrada en este estudio esta
directamente relacionada con el grado de procesamiento de la carne de pescado y con la
disponibilidad de especies sustitutas en los diferentes periodos hidrolégicos. La sustitucién es
intencional y motivada por la falta de un sistema efectivo de monitoreo y fiscalizacion, la
aplicacion del cdédigo de barras como herramienta para la identificacion de especies podria
disminuir los niveles de fraude en la sustitucién de especies de subproductos y modernizar el

sector pesquero con miras a la exportacion hacia mercados internacionales.

Palabras clave: cddigo de barras de ADN, peces amazonicos, citocromo ¢ oxidasa (COI),

fiscalizacidn, sustitucion de especies.
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ABSTRACT

The objective of this study was to identify by molecular methods the fishing by-products
commercialized in the Peruvian Amazon at the species level. We collected 139 samples of
different fishing by-products (66 fresh fillets, 16 samples of minced flesh and 57 dry-salted
fillets), in the markets of the cities of Iquitos and Pucallpa during the dry and wet seasons.
Molecular identification was performed by sequencing the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase
subunit | (COI) gene. The results show that 47 percent of the samples collected were replaced by
other species, observing a positive relationship between the degree of processing of the fish flesh
and the level of substitution of species (94, 76 and 0 percent in minced flesh, fresh fillets and dry-
salted fillets, respectively). The substitution rate was significantly higher in Pucallpa than in
Iquitos (60 and 36 percent, respectively), it was also slightly higher in wet than in dry season (49
and 44 percent, respectively), although these differences were not statistically significant. The
high substitution rate found in this study is directly related to the degree of processing of fish
flesh and to the availability of substitute species in different seasons. The substitution is deliberate
and motivated by the lack of an effective monitoring and inspection system, the application of the
DNA barcoding as a tool for the identification of species could reduce the levels of fraud in the
substitution of fishery by-product species and upgrade the fishing sector with the aim to reach

international markets.

Key words: DNA barcoding, Amazonian fish, COI, inspection, substitution of species.
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l. INTRODUCCION

La gran diversidad ictiologica de los rios, quebradas y cochas de la Amazonia peruana representa
un potencial econdmico para la poblacion local. La comercializacion de estos recursos podria
generar desarrollo econdmico en la zona si se logra su expansion hacia nuevos mercados
nacionales e internacionales (Ardura, Pola, Ginuino, Gomes, y Garcia-Vazquez, 2010; Ardura,
Pola, Linde, y Garcia-Vazquez, 2010). Para lograr esto, antes se tienen que cumplir varios
requisitos, entre ellos, elevar el nivel sanitario en la cadena de produccién y procesamiento, asi
como garantizar la veracidad de la informacion brindada en el etiquetado, es decir que la especie
consignada corresponda con el contenido del mismo. Esto forma parte de las exigencias
internacionales de los mercados de consumo de productos y subproductos alimenticios
(D’Amico, Armani, Gianfaldoni, y Guidi, 2016; Food and Drug Administration, 2017,
Organizacion Mundial de la Salud y Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y
la Alimentacidn, 2007; The European Parliament and The Council of the European Union, 2013).
En este ultimo requerimiento, el cddigo de barras de ADN podria cumplir un papel fundamental

para la identificacion de especies taxonémicas en alimentos de origen animal y vegetal.

Fragmentos estandarizados de ADN han sido exitosamente utilizados como c6digo de barras para
la identificacion de individuos a nivel de especie en diferentes partes del mundo (Barcaccia,
Lucchin, y Cassandro, 2015; Hebert, Cywinska, Ball, y deWaard, 2003; Luo et al., 2011; Scarano
y Rao, 2014). La secuencia del gen citocromo ¢ oxidasa subunidad 1 (COI) ha sido empleada
para la discriminacion de especies en vertebrados (Hebert, Stoeckle, Zemlak, y Francis, 2004;
Henriques et al., 2015; Hubert et al., 2008; L. H. G. Pereira, Maia, Hanner, Foresti, y Oliveira,
2011; L. H. G. Pereira, Hanner, Foresti, y Oliveira, 2013; Zhang & Hanner, 2011) e invertebrados
(Cywinska, Hunter, & Hebert, 2006; Hebert, Penton, Burns, Janzen, & Hallwachs, 2004;
Maturana et al., 2011), incluso, en estadios tempranos del desarrollo de los peces (Garcia-Davila
et al., 2014; Hubert, Delrieu-Trottin, Irisson, Meyer, & Planes, 2010), asi como a partir de restos
de material bioldgico o partes de un organismo (Dawnay, Ogden, McEwing, Carvalho, & Thorpe,
2007).



En los ultimos afios, la globalizacion y los avances en los medios de transporte y sistemas de
conservacion han permitido la exportacion e importacion de grandes volimenes de alimentos
entre diversos lugares del mundo, lo que ha suscitado emergencias en la salud publica debido al
consumo de alimentos adulterados y/o contaminados (Barcaccia et al., 2015; D’Amico et al.,
2016; Jacquet & Pauly, 2008). Esto ha generado que los fiscalizadores y consumidores demanden
mayor calidad y un correcto etiquetado en los productos que consumen (Barbuto et al., 2010;
Barcaccia et al., 2015; Bottero & Dalmasso, 2011; Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura, 2018). Por ejemplo, en el sector pesquero se da oportunidad al
fraude de los productos debido a que algunas especies de peces presentan plasticidad morfol6gica
en sus caracteres diferenciales (Bottero & Dalmasso, 2011), esto puede generar que dos 0 méas
especies sean denominadas con el mismo nombre vulgar segun la region en que se encuentren o
que individuos de una misma especie puedan recibir distintos nombres en base a pequefias
diferencias entre ellos (Barbuto et al., 2010; Galimberti et al., 2013), lo cual dificulta el correcto
monitoreo de su comercializacion. Este problema se agudiza cuando se trata de subproductos de
peces (enlatado, filete, rodaja, surimi, salado) donde los caracteres diferenciales o diagnosticos
no estan presentes o son difusos, obstaculizando su correcta identificacion a nivel de especie
(Barbuto et al., 2010; Céspedes et al., 1999; Scarano & Rao, 2014), y permitiendo muchas veces
la sustitucion de una por otra. Esto perjudica no solo la economia del consumidor que recibe un
subproducto de menor calidad elaborado en base a una especie distinta a la que supuestamente
esta comprando (Scarano & Rao, 2014; Wong & Hanner, 2008); sino que también, perjudica los
planes de manejo sostenido de las especies, al sobreestimar sus poblaciones naturales.
Finalmente, la sustitucion de especies puede tener un efecto negativo para la salud del
consumidor, ya que la declaracion fraudulenta de una especie puede estar enmascarando su
procedencia de areas contaminadas donde la pesca para consumo humano esta prohibida (Filonzi,
Chiesa, Vaghi, & Nonnis Marzano, 2010). La aplicacion del cddigo de barras de ADN para la
identificacion especifica de subproductos, es una herramienta valida para la solucion de
problemas relacionados al fraude comercial en productos para consumo humano. Diversos
estudios realizados con muestras de pescado fresco y procesado adquiridos en mercados,
supermercados y restaurantes, corroboran su eficacia (Ardura, Pola, Ginuino, et al., 2010; Barbuto
et al., 2010; Daniel C. Carvalho, Neto, Brasil, & Oliveira, 2011; Cline, 2012). Tal es asi que la
FDA (EU) ha propuesto al codigo de barras de ADN como una herramienta adicional para la

identificacion de productos pesqueros (Yancy et al., 2008).



Con el fin de contribuir a la modernizacién y mejor fiscalizacion del sector pesquero peruano y
permitir su apertura hacia nuevos espacios de comercio nacional e internacional, se plante6
utilizar el codigo de barras de ADN para identificar, a nivel de especie, subproductos de peces
(filete fresco, carne picada y filete seco salado) comercializados durante los periodos hidroldgicos
de vaciante y creciente, en las ciudades de Iquitos y Pucallpa, asi como estimar el nivel de

sustitucion de las especies en los distintos subproductos.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. IMPORTANCIA DEL PESCADO

El pescado es una fuente de alimento con un alto nivel de proteinas, contiene acidos grasos
esenciales y micronutrientes importantes como las vitaminas y los minerales que aportan
beneficios para la salud (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, 2018; Organizacién Mundial de la Salud, 2003). Su consumo por persona, a nivel
mundial, ha aumentado considerablemente desde 9,0 kg en 1961 a 20,2 kg en 2015, y con una
estimacion de 20,5 kg para el afio 2017 (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura, 2018). Sin embargo, el consumo per cépita en el Peru fue inferior
al mundial en 2018, alcanzando un valor de 16,8 kg (Rios, 2019). En la Amazonia peruana, el
pescado es la principal fuente de proteina, y su consumo promedio super6 los 36 kg en 2014
(Programa Nacional A comer pescado. Unidad de Gestion Estratégica y Evaluacion, 2015). Es
importante mencionar que en esta region, la dieta esta fuertemente ligada a factores culturales y

a la disponibilidad de recursos en los medios naturales.

Hasta hace algunos afios, la produccion de la pesca de captura superaba con una gran diferencia
a la acuicultura. Actualmente, el sector acuicola ha incrementado su volumen de produccién,
alcanzando 80 millones de toneladas (28,7 marina y 51,4 continental) en 2016, en tanto que la
pesca de captura report6 90,9 millones de toneladas (79,3 procedentes de aguas marinas y 11,6
de aguas continentales) para el mismo afio (Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura, 2018). Este crecimiento se ha visto reflejado en la oferta de
pescado, provocando, en parte, que el consumo se haya elevado a nivel mundial (Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2018). La pesca en la Amazonia
peruana, con una produccién inferior en contraste con la pesca maritima, representa un sector
importante para la poblacion local al ser generadora de empleo y contribuir a la seguridad
alimentaria y nutricional, asi como al crecimiento y desarrollo econdémicos (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2018). En 2017, los desembarques fueron
liderados por la region Loreto con 15,6 miles de toneladas métricas, seguido por Ucayali con 9

mil toneladas métricas, superando con una gran diferencia al sector acuicola, el cual report6 una



produccion aproximada de 1583 toneladas métricas de pescado (Ministerio de la Produccion,
2018).

2.2. EL MERCADO DE SUBPRODUCTOS PESQUEROS

La enorme diversidad ictiolégica que habita en los diversos sistemas acuaticos de la Amazonia
peruana se ve reflejada en los mercados locales, donde son comercializados como pescados
enteros o como subproductos (filete fresco, carne picada y filete seco salado). Si bien algunas
especies como el boquichico Prochilodus nigricans tienen una representacion importante en los
reportes de desembarque pesquero debido a su gran disponibilidad y alta demanda, existen otras
especies como los bagres (Siluriformes, Pimelodidae) que también son solicitados por la
poblacion local. Con la finalidad de conocer las preferencias del consumidor extranjero respecto
del pescado amazonico, se realizaron estudios de mercado en varios paises europeos, obteniendo
resultados satisfactorios (Mueller, 2006). Actualmente, las especies con mayor aceptacion a nivel
nacional e internacional son el paiche y la doncella, debido a caracteristicas como el excelente
sabor de la carne, la calidad nutricional y la ausencia de espinas intramusculares, facilitando esta
ultima el proceso de obtencidn de filetes de pescado (Alvan-Aguilar, Chu-Koo, Baluarte Monge,
Collado Panduro, & Velarde Rios, 2016; Chu-Koo et al., 2012; Fernandez-Méndez et al., 2012;
Schaefer, Kloas, & Wuertz, 2012). Aunque los volimenes de exportacién ain son bajos, la
apertura hacia los mercados internacionales ha permitido que varias empresas dedicadas a la
acuicultura exporten carne de paiche hacia Estados Unidos, Espafia, Paises Bajos, Alemania,
Canada, Bélgica y Emiratos Arabes Unidos, con proyecciones alentadoras (Alvan-Aguilar et al.,
2016; Chu-Koo et al., 2012; Ministerio de la Produccion, 2018). Entre los afios 2010 y 2017, el
Per( generd 5 millones de doélares americanos en divisas a partir de la exportacion de 372 TMB
de carne de paiche, teniendo como destino principal Estados Unidos (Ministerio de la Produccion,
2018).

En la actualidad, el comercio de pescado viene siendo regulado, principalmente, por barreras
economicas y sanitarias (Neto, 2013). Ademas, la certificacion de los productos pesqueros ha
tomado gran importancia debido a los dafios en la salud publica causados por el consumo de
especies adulteradas y/o contaminadas (Barcaccia et al., 2015; Jacquet & Pauly, 2008). Para evitar
estas préacticas fraudulentas, diversos paises han adoptado una serie de medidas para fiscalizar las
importaciones de subproductos pesqueros. Por ejemplo, la Agencia de drogas y alimentos (FDA)
de los Estados Unidos implementd y valido el codigo de barras de ADN para identificar productos

ictioldgicos (Handy et al., 2011; Yancy et al., 2008). Asimismo, el gobierno federal de Brasil ha



adoptado la misma tecnologia con el propdsito de fiscalizar los productos pesqueros procesados
(Daniel Cardoso Carvalho, Guedes, da Gloria Trindade, Coelho, & de Lima Araujo, 2017).

2.3. IDENTIFICACION DE ESPECIES

2.3.1. ANTECEDENTES

Los analisis de proteinas y metabolitos involucran ensayos inmunoldgicos, electroforéticos y
cromatogréaficos, y han sido muy utilizados para la identificacion de especies en diversos
alimentos. Si bien estos exdmenes son efectivos para la evaluacion de productos frescos, resultan
poco Utiles para el analisis de muestras procesadas industrialmente (congelacion, salazén, calor,
presion, secado, pH, irradiacion, entre otros), debido a que la estructura molecular de sus
componentes ha sido alterada (Ballin, 2010; Bottero & Dalmasso, 2011; Ferrari, Corser, Salas, &
Barboza, 1999; Galimberti et al., 2013; Scarano & Rao, 2014). Ademas, la sintesis de diversas
proteinas y metabolitos se realiza, con frecuencia, en tejidos especificos (Lockley & Bardsley,
2000), lo cual dificulta la posibilidad de estandarizar la etapa de muestreo. Por otro lado, el ADN
es una molécula altamente estable y esta presente en todas las células, lo cual permite realizar
analisis confiables a partir de cualquier muestra que ha sido sometida a procesamiento (Fajardo,
Gonzélez, Rojas, Garcia, & Martin, 2010; Lockley & Bardsley, 2000; Scarano & Rao, 2014).
Asimismo, el ADN proporciona mayor informacion gracias a la existencia de regiones no

codificantes y a la degeneracion del codigo genético (Lockley & Bardsley, 2000).

En general, los métodos basados en el ADN son clasificados en dos grupos: marcadores basados
en hibridacién y marcadores basados en PCR (Galimberti et al., 2013). En el primer caso, se
utilizan sondas de ADN marcadas, las cuales se hibridan con muestras de ADN gendmico fijadas
amembranas de nylon (Galimberti et al., 2013; Lockley & Bardsley, 2000). Los métodos basados
en PCR consisten en la hibridacion de cebadores a regiones especificas del ADN para realizar,
gracias a la accion de la enzima ADN polimerasa, la sintesis de millones de copias de ADN
flanqueados por estos oligonucleotidos (Fajardo et al., 2010; Galimberti et al., 2013; Lockley &
Bardsley, 2000). Finalmente, los productos de la amplificacion pueden ser analizados mediante
diversos métodos como electroforesis en gel, secuenciacion, polimorfismo de conformacion en
cadena sencilla (SSCP), amplificacion multiple (multiplex PCR), polimorfismo de la longitud del
fragmento de restriccion (RFLP), ADN polimdrfico amplificado al azar (RAPD), amplificacion
en tiempo real, microsatélites (SSR), microarreglos de ADN, entre otros (Aguilar, Alonso, &
Barrero, 2012; Céspedes et al., 1999; Fajardo et al., 2010; Ghovvati, Nassiri, Mirhoseini,
Moussavi, & Javadmanesh, 2009; Lockley & Bardsley, 2000; Scarano & Rao, 2014).



2.3.2. EL ADN MITOCONDRIAL
El ADN mitocondrial es una molécula circular de doble cadena que se ubica en el interior de las

mitocondrias, y cuya longitud aproximada es de 16 kb (Saccone, De Giorgi, Gissi, Pesole, &
Reyes, 1999). Su organizacion estructural se puede apreciar en la Fig. 1, la cual comprende una
region codificante (dos genes de ARNr, 22 de ARNt y 13 que codifican proteinas) y una no
codificante (region control o D-loop) que regula los procesos de replicacion y transcripcion
(Alberts et al., 2002; Saccone et al., 1999). EI genoma mitocondrial posee muchas ventajas, entre
las cuales se encuentran la ausencia de intrones, una baja exposicion a procesos de recombinacion,
su elevado nimero de copias en cada célula, su caracter haploide y su herencia por via materna
(Bucklin, Steinke, & Blanco-Bercial, 2011; Saccone et al., 1999). La gran cantidad de copias de
ADNmM por célula permite incrementar el éxito en el proceso de deteccion de secuencias
especificas, incluso cuando se dispone de poca cantidad de ADN, o cuando se emplean muestras
antiguas o deterioradas (Bottero & Dalmasso, 2011). De otro lado, la herencia uniparental (por
via materna), da como resultado individuos que poseen un solo alelo (Alberts et al., 2002; Lockley
& Bardsley, 2000). Otra caracteristica importante es la alta tasa de mutacion, que suele ser de
hasta 10 veces méas que la del genoma nuclear, lo que podria estar relacionado a la reducida
eficiencia de los mecanismos de replicacién y/o reparacion (Alberts et al., 2002). Esta elevada
tasa de evolucion permite la acumulacion de mutaciones puntuales que permiten la

discriminacién de especies muy relacionadas (Lockley & Bardsley, 2000).
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Figura 1: Organizacion del genoma mitochondrial humano, el cual posee los mismos
genes y a misma organizacion de genes que el ADN mictocondial de otros animales
(Alberts et al., 2012).

2.3.3. EL CODIGO DE BARRAS DE ADN
Desde hace algunos afios, la identificacién de especies se ha vuelto necesaria para clasificar y

monitorear la enorme biodiversidad existente en el planeta (Casiraghi, Labra, Ferri, Galimberti,

& De Mattia, 2010). Este gran trabajo, la caracterizacion genética de los organismos vivos, se



inicidé en 2004 con el Proyecto Codigo de Barras de ADN (Barcoding Project, en inglés), que
tiene como objetivo construir, hasta 2024, una biblioteca de codigos de barras de ADN para toda
la vida eucariota (Bucklin et al., 2011; Ratnasingham & Hebert, 2007). Desde su propuesta, esta
herramienta ha sido de gran utilidad debido a que ha revolucionado diversos campos cientificos,
no s6lo por su poder discriminatorio, sino también, porque involucra la molecularizacion,
computarizacion y estandarizacion del proceso de identificacion de especies (Barcaccia et al.,
2015; Casiraghi et al., 2010). El codigo de barras de ADN se fundamenta en la amplificacion y
secuenciacion de fragmentos cortos de ADN mitocondrial o cloroplastico para que las secuencias
obtenidas sean comparadas con secuencias de referencia disponibles en las bases de datos como
BOLD (www.boldsystem.org) o GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) (Barcaccia et al.,
2015).

Segun Hebert et al. (2003), el codigo de barras de ADN funciona como el codigo de barras
universal de los productos comerciales, los cuales emplean 10 digitos ubicados en 11 posiciones.
Este ordenamiento numérico puede generar hasta 100 billones de identificadores Gnicos para un
determinado producto. De forma similar, el codigo de barras de ADN utiliza cuatro posibles
nucleétidos (adenina, guanina, citosina y timina) ubicados a lo largo de la cadena de ADN, la
diferencia es la gran extension de la region genémica que consta de méas de 11 posiciones. De este
modo, cada taxdn puede ser identificado porque presenta una secuencia Unica de cddigo de barras
de ADN.

En animales, la region que ha sido propuesta como cddigo de barras estandar es el gen que
codifica la subunidad 1 de la proteina citocromo ¢ oxidasa (cox1 o COI), de aproximadamente
650 pb (Hebert et al., 2003). Esta proteina forma parte del complejo respiratorio transmembrana
IV, el cual participa en la tltima etapa de la cadena transportadora de electrones. La region COI
carece de inserciones y deleciones (indels) como otros genes mitocondriales que codifican
proteinas, evitando algln tipo de desajuste en la pauta de lectura de la cadena de nucleétidos
(Pires & Marinoni, 2010), y por consiguiente, permitiendo el alineamiento de secuencias y el
andlisis comparativo de las mismas (Bucklin et al., 2011). Entre las razones méas importantes para
la eleccion de la region COIl sobre otras regiones mitocondriales codificadoras de proteinas, estan
el amplio espectro taxonémico, causado por la universalidad de los cebadores COl, que permiten
una correcta amplificacion del extremo 5° de dicha region gendmica para la mayoria de
representantes del filo animal (Barcaccia et al., 2015; Hebert et al., 2003; Pires & Marinoni,
2010). Por otro lado, COl muestra una répida tasa de sustitucion de nucleétidos a nivel de la
tercera posicion de cada coddn, lo cual se traduce en un alto poder de resolucion o rango de sefial
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filogenética, permitiendo la discriminacion, no solo, de especies estrechamente relacionadas
(Barcaccia et al., 2015; Hebert et al., 2003; Pires & Marinoni, 2010), sino también, la variacion
intraespecifica de las poblaciones geograficamente aisladas (Bucklin et al., 2011). Ademas, el
andlisis de las secuencias COI de numerosas especies ha evidenciado un patron de variacion
caracteristico, con una marcada divergencia y ausencia de solapamiento entre las distancias
genéticas intraespecifica e interespecifica (Hebert et al., 2003). En general, la variabilidad entre
las especies evaluadas debe ser mucho mayor que la encontrada entre organismos de una misma
especie (Galimberti et al., 2013).

El poder discriminatorio del codigo de barras de ADN, basado en la region COI, ha sido probado
exitosamente en distintos grupos de animales como aves (Hebert, Stoeckle, et al., 2004), peces
marinos y de aguas continentales (Henriques et al., 2015; Hubert et al., 2008; L. H. G. Pereira et
al., 2011; L. H. Pereira et al., 2013; Steinke, Zemlak, & Hebert, 2009; Zhang & Hanner, 2011) y
diversos grupos de invertebrados (Cywinska et al., 2006; Hebert, Penton, et al., 2004; Maturana
et al., 2011), asi como también, para la identificacion de especies en determinados estadios de
vida (Garcia-Davila et al., 2014; Hubert et al., 2010) y a partir de fracciones de un organismo o
trazas de material bioldgico (Dawnay et al., 2007). Sin embargo, el poder de resolucion de la
regién COI presenta serias dificultades cuando se trata de discriminar especies estrechamente
relacionadas entre las esponjas (Filo Poriferos), medusas peine (Filo Ctenoforos), corales y
anémonas (Filo Cnidarios), debido a que la tasa de evolucion es de 10 a 20 veces menor que en
los demas filos (Bucklin et al., 2011).



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. COLECTA DE MUESTRAS

Fueron colectadas 139 muestras de subproductos pesqueros (filete fresco, filete seco salado y
carne picada) en mercados de las ciudades de lquitos y Pucallpa durante la vaciante de 2016 y la
creciente de 2017. Se utilizé una ficha de registro (Anexo 1) donde se anot6 el nombre comun
declarado por el comerciante, el lugar y la fecha de colecta. 77 de las 139 muestras analizadas
fueron colectadas en la ciudad de Iquitos y estuvieron conformadas por carne picada, filete fresco
y filete seco salado (10, 32 y 35, respectivamente), estas muestras fueron obtenidas a partir de 39
comerciantes. En la ciudad de Pucallpa fueron colectadas 62 muestras que fueron compuestas,
también, por carne picada, filete fresco y filete seco salado (6, 34 y 22, respectivamente); estos
subproductos fueron adquiridos a partir de 30 comerciantes. Cada muestra de carne picada fue
sometida a un submuestreo totalmente al azar, el cual consistio en colocar los cubitos en casilleros
numerados de un tablero; se eligieron 10 submuestras mediante un sorteo. Finalmente, una
porcion de tejido muscular de cada muestra y submuestra fue conservada en alcohol al 96 por
ciento dentro de tubos correctamente codificados, hasta su posterior analisis en el laboratorio.

32. EXTRACCION DE ADN
La extraccion de ADN se realizé por el método CTAB (Doyle & Doyle, 1990). Los pasos del

protocolo son descritos a continuacion:

Colocar aproximadamente 100 mg de tejido muscular triturado en un microtubo de 2 ml
conteniendo 1 ml de tampon de extraccién (CTAB 5 por ciento, NaCl 5 M, EDTA 0.5 M pH 8,
Tris Base 1M) y 10 pl de proteinasa K 10 mg/ml. Digerir la muestra a 60 °C por 24 horas. Separar
el material gendmico adicionando 1 ml de cloroformo y centrifugando a 8 000 rpm por 5 minutos.
Colectar 500 pl del sobrenadante en un microtubo de 1,5 ml. Adicionar 750 ul de isopropanol
frio, mezclar por inversion y dejar precipitando el ADN por 2 horas a -20 °C. Centrifugar a 13
000 rpm por 15 minutos para formar el pellet de ADN. Lavar el pellet con etanol al 70 por ciento,
realizar esta etapa dos veces, y centrifugar a 13 000 rpm por 15 minutos. Finalmente, secar el

pellet en una centrifuga al vacio por 15 minutos y resuspender en 30 pl de agua ultra pura.



La calidad y concentracion de ADN se determind mediante el método de espectrofotometria
(Sambrook et al. 1989), utilizando un Biofotdmetro. La absorbancia se midid utilizando las
longitudes de onda de 260 y 280 nm. Se trabajé con un factor de dilucion (FD) de 100 ng/ul. La
calidad del ADN extraido fue evaluada en un rango de aceptacion entre 1,7 y 2,1 (Azeo/A2g0) Y la
concentracion del ADN se determind con la formula [A2e X FD x 50 pg/pl], donde A es
absorbancia y FD es el factor de dilucién (1:100).

3.3. AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN MITOCONDRIAL

El ADN fue amplificado mediante la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR), utilizando los
cebadores del gen citocromo c oxidasa subunidad 1 (COI): FishF1 5’-TCA ACC AAC CAC AAA
GAC ATT GGC AC-3’ y FishR1 5°-TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAG AAT CA-3’ (Ward,
Zemlak, Innes, Last, & Hebert, 2005).

Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pl, conteniendo 100
ng/pl de ADN molde (1,5 pl), 10X de tampdn (2 pl), 2 mM de dNTPs (2 ul), 25 mM de MgSO4
(1,2 pl), 10 uM de cada cebador (0,6 ul), 1U/ul de Taq ADN polimerasa (0,4 pl) y 11,7 pul de
agua ultra pura. Las condiciones de temperatura fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial de
2 min a 94 °C, seguidos de 35 ciclos (desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, hibridacién a 54 °C por
40 s y extension a 72 °C por 1 min), terminando con una extension final a 72 °C por 10 min.

3.4. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Los amplicones fueron verificados en geles de agarosa al dos por ciento. Las muestras de ADN
se mezclaron con tampdn de siembra (1 pl de GelRed, 499 pl de agua ultra pura y 1500 pl de
azul de bromofenol) en la proporcion 3:3, y fueron cargados en los pocillos del gel. Se realizé la
migracion molecular en tampon TBE 1X, a 100 V durante 20 minutos. Para visualizar los
productos amplificados se utilizd6 un transiluminador UV y los resultados fueron
fotodocumentados mediante el sistema de imagen KODAK modelo GEL LOGIC 100.

35. REACCION DE SECUENCIACION DE ADN Y PURIFICACION DE LOS
PRODUCTOS OBTENIDOS

La reaccion de secuenciacion de ADN estuvo basada en el método enzimatico de incorporacion
de didesoxinucledtidos (Sanger, Nicklen, & Coulson, 1977). Se realizd en una sola direccién
(forward) y se llevo a cabo en un termociclador Mastercycler ProS, utilizando un kit comercial
de secuenciacion ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing. El volumen final de
reaccion fue de 10 pl, conteniendo solucion de amplicones (4 ul), BigDye (0,8 ul), cebador

FishF1 10 uM (0,8 ul) y agua ultra pura (4,4 ul). El perfil de temperatura consistié de una
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desnaturalizacién inicial a 96 °C por 1 min, seguido de 30 ciclos (desnaturalizacion a 96 °C por
15's, hibridacion a 50 °C por 15 s, extension a 60 °C por 4 min), y una extension final a 72°C por

10 min.

Los fragmentos obtenidos en la reaccion de secuenciacion fueron purificados. Se agrego
isopropanol al 65 por ciento (40 pl) y se mezcld vigorosamente. Se dejé reposar a temperatura
ambiente por 20 min, se centrifugd a 14000 rpm por 25 min y el sobrenadante fue descartado por
inversion. El pellet fue lavado con etanol al 60 por ciento (200 ul) y se centrifugd a 14000 rpm
por 5 min. El etanol fue extraido con una micropipeta y se realizo el secado en una centrifuga al
vacio a 45 °C por 15 min. El pellet de ADN obtenido fue resuspendido en formamida (10 pl) y
sometido a un ciclo de desnaturalizacion a 95 °C por 3 min 'y a 4 °C por 2 min. Los fragmentos
purificados fueron analizados mediante electroforesis capilar en un analizador genético 3130XL
(Applied Biosystems), siguiendo la metodologia del fabricante. Los datos fueron visualizados a

través del software Sequencing Analysis v5.3.1.

3.6. DETERMINACION DE LA IDENTIDAD GENETICA

Las secuencias de ADN obtenidas a partir de muestras de subproductos de pescado fueron
editadas utilizando los softwares BioEdit version 7.0.9.0 (Hall, 1999) y Chromas 2.6.2; este
ultimo permitié corroborar la veracidad de las bases a través de la visualizacion de los
electroferogramas. Las secuencias fueron separadas por tipo de subproductos, generando tres
matrices. Posteriormente, se adicionaron 142 secuencias de individuos adultos correctamente
identificados de la base de datos del Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana (11AP)
y depositadas en el GenBank de la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information), con el fin de alinear todas las secuencias. Para esta etapa se utilizé el programa de
alineamiento multiple ClustalW (Thompson, Higgins, & Gibson, 1994) que esta dentro del
software BioEdit (Hall, 1999). Las secuencias de referencia utilizadas en este estudio fueron
empleadas por otros autores para la identificacion de larvas de peces (Garcia-Davila et al., 2015;
Maggia et al., 2017). Los extremos de las secuencias con mayor numero de bases fueron
recortados para igualarlos con aquellas mas cortas, obteniendose matrices conformadas por
secuencias de 506 pares de bases. Fue utilizado el software DNAsp version 5.10 (Librado &
Rozas, 2009) para saber cuantas secuencias de subproductos comparten exactamente la misma
informacion de bases nitrogenadas en cada matriz analizada; estas secuencias fueron

denominadas haplotipos.
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Para la identificacion de los subproductos a nivel de especie, se realizaron los siguientes pasos: i)
se determind el modelo de evolucion molecular para cada una de las tres matrices de haplotipos
de subproductos con ayuda del software Mega version 5.05 (Tamura et al., 2011); ii) se eligi6 el
mejor modelo evolutivo para cada grupo de datos a partir de 24 modelos alternativos y de acuerdo
a los valores de criterio de informacion Akaike — AIC (Akaike, 1974) basado en analisis de
filogenia y evolucion (APE); el mejor modelo de evolucién para las matrices de carne picada y
filete fresco fue T92+G, mientras que para la matriz de filete seco salado fue T92. iii) Se construyo
el arbol de vecino-préximo (neighbor-joining) para cada una de las matrices, utilizando el
software MEGA version 5.05 (Tamura et al., 2011); el nivel de confianza de las relaciones
genéticas fue determinado mediante el método no paramétrico de bootstrap (Felsenstein, 1985),

con cien réplicas.

3.7. DENOMINACION DE LAS MUESTRAS

Los nombres comunes utilizados en el presente trabajo son aquellos con los que las especies son
comercializadas en los diferentes mercados del area de estudio, y también con los que son
registrados en los desembarques pesqueros de las Direcciones Regionales de la Produccion
(DIREPRO) de Loreto y Ucayali. Se considerd sustitucion cuando la especie taxondémica
identificada no corresponde a la especie declarada por los comerciantes.

3.8.  ANALISIS ESTADISTICO

Las muestras fueron tratadas en base a un analisis estadistico descriptivo, tomando en cuenta el
porcentaje de sustitucion de especies en las muestras, por tipo de subproducto, por ciudad de
origen, y por periodo hidroldgico. La tasa de sustitucion es el cociente entre el nUmero de
muestras sustituidas y el total de muestras analizadas, multiplicado por cien. Los datos obtenidos
fueron comparados utilizando la prueba de independencia G incluida en el software BioEstat
(Ayres, Ayres Jr, Ayres, & Dos Santos, 2007), cuya formula computacional es la siguiente:

G=2[*fi In(fi/ ofi) ],

Donde, a es el nimero de clases o categorias, fi es la contribucion de las muestras sustituidas y ‘i

es el total de muestras.

Para las comparaciones entre las tasas de sustitucion por tipo de subproducto, fueron considerados
dos grados de libertad, mientras que para las comparaciones hechas entre las ciudades de origen
y entre los periodos hidroldgicos, fue considerado un grado de libertad. Los valores de p menores
a 0,05 fueron considerados significativos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CUANTIFICACION DE ADN
El analisis cualitativo de ADN proporciond valores dentro de los rangos optimos de entre 1.7 a
2.1 de absorbancia, en tanto que la concentracion de ADN obtenida para cada muestra fue muy

variable. Los resultados de algunas de las muestras se pueden observar en la Tabla 1.

Tablal: Cuantificacion de ADN en muestras de subproductos pesqueros (carne picada,
filete fresco y filete seco salado). CP: carne picada; FF: filete fresco; SS: filete seco

salado
Muestra  Concentracion A260 A230 A280 A260/A280 A260/A230
(ng/ul)
CP029 624,09 1,283 0,674 0,633 2,09 1,95
CP163 426,38 0,861 0,473 0,419 2,08 1,83
CP165 181,03 0,363 0,184 0,180 2,02 1,98
CP184 418,42 0,848 0,475 0,429 2,00 1,80
CP201 288,62 0,582 0,325 0,299 1,96 1,80
CP203 334,29 0,680 0,387 0,348 1,98 1,78
CP221 382,20 0,788 0,396 0,405 2,01 2,06
CP224 220,59 0,445 0,225 0,225 2,00 1,99
CP227 286,16 0,594 0,302 0,305 2,02 2,04
CP228 273,37 0,551 0,300 0,274 2,03 1,85
FFO37 42,80 0,064 0,018 0,023 1,92 2,14
FF049 428,08 0,835 0,380 0,402 2,02 2,13
FFO53 497,23 0,994 0,506 0,491 2,03 1,96
FF054 494,94 0,972 0,572 0,470 2,03 1,68
FFO70 238,79 0,470 0,226 0,227 2,03 2,04
FFO74 242,85 0,466 0,226 0,222 2,01 1,98
FF091 574,89 1,130 0,597 0,549 2,02 1,87

FF092 730,47 1,474 0,684 0,732 2,03 2,18




FF094 1060,57 2,101 1,023 1,021 2,04 2,03

FF095 595,78 1,182 0,566 0,581 2,02 2,07
SS007 235,43 0,450 0,199 0,217 1,98 2,14
SS010 181,04 0,341 0,173 0,162 1,97 1,86
SS011 90,36 0,159 0,084 0,071 1,96 1,71
SS014 336,95 0,674 0,322 0,337 2,00 2,10
SS015 251,17 0,482 0,247 0,233 1,98 1,88
SS018 226,93 0,434 0,205 0,207 2,00 2,02
SS019 170,55 0,321 0,220 0,154 1,95 1,42
SS021 360,23 0,722 0,397 0,359 2,02 1,82
SS026 93,69 0,166 0,128 0,075 1,96 1,26
SS057 179,08 0,344 0,156 0,163 2,02 2,09

4.2. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA
Los productos de amplificacion mediante PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de

agarosa. Los resultados de las bandas obtenidas se muestran en la Figura 2.
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representan las secuencias COIl amplificadas con los cebadores FishF1 y FishR1

Figura 2:



4.3.

11 diferentes especies de peces entre las 139 muestras analizadas. EI dendograma construido bajo
el criterio de vecino proximo a partir del modelo de evolucion de nucledtidos T96+G muestra que
los cubos de carne picada analizados corresponden a siete especies de peces agrupadas en cinco
géneros (Brachyplatystoma, Sorubimichthys, Zungaro, Pseudoplatystoma y Pterodoras)
pertenecientes a dos familias del orden Siluriformes (Doradidae y Pimelodidae, Figura 3).

Cuando las secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias depositadas en el

IDENTIFICACION TAXONOMICA
Las 283 secuencias de nucledtidos del gen Citocromo C Oxidasa (COl) revelaron la presencia de

GenBank mediante el sistema BLASTN, confirmaron las mismas siete especies (Tabla 2).

Tabla 2:

numeros de acceso en el GenBank

Especies de peces identificadas en carne picada, con sus respectivos autores y

Familia Género Especie Fuente Referencia

en GenBank
Pimelodidae Brachyplatystoma  filamentosum (Garcia-Davila et al. 2015) KT952404
Pimelodidae  Brachyplatystoma juruense (Garcia-Davila et al. 2015) KT952405
Pimelodidae  Brachyplatystoma platynemum (Garcia-Davila et al. 2015) KT952406
Pimelodidae Sorubimichthys planiceps (Garcia-Davila et al. 2018) MG911941
Pimelodidae Zungaro zungaro (Garcia-Davila et al. 2015) KT952431
Pimelodidae Pseudoplatystoma punctifer (Garcia-Davila et al. 2015) KT952427
Doradidae Pterodoras granulosus (Garcia-Davila et al. 2018) MG911862
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Figura 3:
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El dendograma construido bajo el criterio de vecino proximo a partir del modelo de evolucion
nucleotidica T96+G revel6 que las muestras de filete fresco analizadas corresponden a 10
especies de peces agrupadas en siete géneros (Sorubimichthys, Brachyplatystoma,
Phractocephalus, Zungaro, Pseudoplatystoma, Pterodoras, Arapaima) pertenecientes a tres
familias del orden Siluriformes (Pimelodidae, Doradidae y Arapaimidae, Figura 4). Cuando las
secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias depositadas en el GenBank mediante

el sistema BLASTN, confirmaron las mismas 10 especies (Tabla 3).

Tabla3: Especies de peces identificadas en filete fresco, con sus respectivos autores y
nameros de acceso en el GenBank

Familia Género Especie Fuente Referencia
en GenBank
Pimelodidae = Brachyplatystoma vaillantii (Garcia-Dévila et al. 2015) KT952409
Pimelodidae  Brachyplatystoma juruense (Garcia-Davila et al. 2015) KT952405

Pimelodidae  Brachyplatystoma filamentosum (Garcia-Davila et al. 2015) KT952404

Pimelodidae Sorubimichthys planiceps (Garcia-Davila et al. 2018) MG911941
Pimelodidae Zungaro zungaro (Garcia-Davila et al. 2015) KT952431
Pimelodidae  Pseudoplatystoma punctifer (Garcia-Davila et al. 2015) KT952427
Pimelodidae  Pseudoplatystoma tigrinum (Garcia-Davila et al. 2015) KT952428

Pimelodidae Phractocephalus hemioliopterus (Garcia-Davila et al. 2015) KT952415

Doradidae Pterodoras granulosus (Garcia-Davila et al. 2018) MG911862

Arapaimidae Arapaima gigas (Garcia-Davila et al. 2018) MG911735
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Figura 4: Dendograma de las secuencias de haplotipos (H) del subproducto filete fresco
de pescado, construido bajo el criterio de vecino proximo (Neighbour-Joining).



El dendograma construido bajo el criterio de vecino proximo a partir del modelo de evolucion
nucleotidica T96 revel6 que las muestras de filete seco salado analizadas corresponden a una
especie de pez del genero Arapaima y perteneciente a la familia Arapaimidae (Figura 5). Cuando
las secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias depositadas en el GenBank

mediante el sistema BLASTN, confirmaron la misma especie.
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Figura 5: Dendograma de las secuencias de haplotipos (H) del subproducto filete seco
salado de pescado, construido bajo el criterio de vecino proximo (Neighbour-
Joining).

4.4, COMPARACION DE LAS TASAS DE SUSTITUCION ENTRE LOS TIPOS DE
SUBPRODUCTOS

El resultado global de los subproductos reveld 65 casos de sustitucion de especies entre las 139
muestras analizadas, lo que representa un 46,8 por ciento de las mismas (Figura 6a). 15 de 16
muestras de carne picada fueron sustituidas por otras especies (93,8 por ciento, Figura 6b), en
tanto que en filete fresco fueron sustituidas 50 de 66 muestras (75,8 por ciento, Figura 6c¢). Al
contrario de los subproductos frescos, la carne seca no reveld ningln tipo de sustitucion,
mostrando un 100 por ciento de veracidad en la informacion sobre la especie comercializada
(Figura 6d). Cuando se realizd la comparacion entre las tasas de sustitucion de los tres tipos de
subproductos, se observo una diferencia estadistica altamente significativa (G = 111,5212; p <
0,0001).
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Figura 6: Tasa de sustitucion de especies en subproductos pesqueros (a), carne picada
(b), filete fresco (c) y filete seco salado (d). El color azul representa el porcentaje de
las muestras que fueron auténticas, mientras que el color anaranjado representa el
porcentaje de las muestras que fueron sustituidas por otras especies.

45. DIFERENCIAS DE LAS TASAS DE SUSTITUCION SEGUN EL ORDEN Y
ESTACIONALIDAD DE LAS MUESTRAS

El nivel de sustitucion de las muestras colectadas fue diferente tantos entre las ciudades como
entre los periodos hidroldgicos. La sustitucion de especies fue considerablemente mayor en la
ciudad de Pucallpa (37 muestras sustituidas de un total de 62, 59,7 por ciento) que en lquitos (28
de 77 muestras, 36,4 por ciento), mostrando un 23 por ciento de diferencia entre las tasas de
sustitucion entre ambas ciudades (Figura 8). La diferencia entre las tasas de sustitucion presento
significancia estadistica elevada (G = 7,5546; p = 0,0060).

La diferencia entre las tasas de sustitucion de los periodos hidrologicos fue aproximadamente de
cinco por ciento. La tasa de sustitucion fue mayor durante el periodo hidrol6gico de creciente (35
de 71 muestras, 49,3 por ciento) que de vaciante (30 de 68 muestras, 44,1 por ciento, Figura 7).
Cuando se realizo la comparacion entre las tasas de sustitucion de ambos periodos hidrologicos,

la diferencia no fue estadisticamente significativa (G = 0,3743; p = 0,5407).
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Figura 7: Tasa de sustitucion en subproductos pesqueros amazonicos segun ciudad de

origen y periodo hidroldgico.

46. ESPECIES SUSTITUTAS POR PERIODOS HIDROLOGICOS Y POR
CIUDADES DE ORIGEN

El analisis global de la composicion de especies en los subproductos mostré la presencia de 11
entidades taxondmicas diferentes: P. granulosus, Z. zungaro, B. filamentosum, B. juruense, B.
platynemum, P. hemioliopterus, P. tigrinum, B. vaillantii, P. punctifer, A. gigas y S. planiceps.
Nueve de estas especies fueron utilizadas como sustitutas en alguno de los subproductos: P.
granulosus, Z. zungaro, B. filamentosum, B. juruense, B. platynemum, P. tigrinum, B. vaillantii,

P. hemioliopterus y S. planiceps.

Durante la vaciante, la especie més utilizada como sustituto fue Z. zungaro (35 sustituciones de
un total de 93 muestras, 37,6 por ciento), en tanto que P. granulosus lo fue durante la creciente
(58 de 106 que representa el 54,7 por ciento, Figura 8). Si bien el nimero de sustituciones fue
ligeramente mayor en creciente que en vaciante, la diversidad de especies encontradas en esta

ultima fue mayor (Figura 8).
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Figura 8: Proporcion de especies sustitutas en subproductos pesqueros segun el

periodo hidroldgico durante el cual fueron colectados.

En la ciudad de lquitos, la especie mas utilizada como sustituto fue Z. zungaro (60 sustituciones
de un total de 99 muestras, 60,6 por ciento), en tanto que P. granulosus lo fue en Pucallpa (77 de
100 que representa el 77 por ciento, Figura 8). Si bien el nimero de sustituciones fue ligeramente
mayor en Pucallpa que en lquitos, la diversidad de especies encontradas en esta Ultima fue mayor
(Figura 9).
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Figura 9: Proporcion de especies sustitutas en subproductos pesqueros segun la ciudad

donde fueron colectados.

4.7. ESPECIES IDENTIFICADAS EN LOS SUBPRODUCTOS

En total, seis especies fueron declaradas por los comerciantes: “salton” Brachyplatystoma
filamentosum, “paiche” Arapaima gigas, “pez torre” Phractocephalus hemioliopterus, “doncella”
Pseudoplatystoma punctifer, “cunchimama” Zungaro zungaro y “dorado” B. rousseauxii. La
caracterizacion molecular mostrd que éstas tres ultimas fueron reemplazadas por especies de
menor valor comercial (“cahuara” Pterodoras granulosus, Z. zungaro, P. hemioliopterus, B.
filamentosum, “manitoa” B. vaillanti, “alianza” B. juruense y “tabla barba” B. platynemum), en

tanto que salton, paiche y pez torre no sufrieron sustitucion.

El analisis molecular de la carne picada declarada como doncella, cunchimama, salton, y dorado
permitié la verificacion de la identidad especifica de las especies declaradas a excepcion del
dorado, que no estuvo presente entre las 160 secuencias obtenidas de las muestras analizadas.
Ademas se observo que estas muestras estaban constituidas por una mezcla de especies,
pudiéndose identificar a cuatro especies adicionales (“tabla barba” B. platynemum, “alianza” B.
juruense, “achacubo” Sorubimichthys planiceps y “cahuara” P. granulosus) a las declaradas. La
cantidad de especies sustitutas por muestra analizada fue variable, encontrandose de una a tres

especies distintas. Todas las muestras de dorado y doncella fueron reemplazadas en su totalidad
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por otras especies, a excepcion de una muestra de doncella que present6 solo un 10 por ciento de
autenticidad. P. granulosus fue la especie sustituta mas utilizada. La composicion de especies

sustitutas por muestra analizada puede ser observada en la Figura 10.
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Figura 10: Especies de peces utilizadas como sustitutas en la comercializacion de
subproductos de carne picada. El grafico de barras permite observar la proporcion
de especies identificadas por cada muestra de carne picada.

El analisis molecular de las muestras de filete fresco declaradas como doncella, saltdn, pez torre,
paiche, cunchimama y dorado permitio la verificacion de la identidad especifica de las especies
declaradas a excepcion del dorado, que no estuvo presente entre las 66 secuencias obtenidas de
las muestras analizadas. Ademas se observo la presencia de cinco especies adicionales (“tigre
zingaro” Pseudoplatystoma tigrinum, “alianza” Brachyplatystoma juruense, ‘cahuara”
Pterodoras granulosus, “manitoa” B. vaillantii y “achacubo” Sorubimichthys planiceps) a las
declaradas. La cantidad de especies sustitutas por nombre declarado fue variable, encontrandose
desde dos hasta siete especies distintas. Todas las muestras de dorado y doncella fueron
reemplazadas en su totalidad por otras especies, a excepcién de cinco muestras de doncella que

correspondieron con veracidad a lo declarado por los comerciantes. P. granulosus fue la especie
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sustituta méas utilizada. La composicion de especies sustitutas en las muestras analizadas puede

ser observada en la Figura 11.
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Figura 11: Especies de peces utilizadas como sustitutas en la comercializacion de
subproductos de filete fresco. El grafico de barras permite observar la proporcion
de especies identificadas segun el nombre declarado por los comerciantes. Los
nameros sobre el grafico representan la cantidad de muestras analizadas.

4.8. DISCUSION

Uno de los grandes desafios que tiene que enfrentar la industria alimentaria actual es la
identificacion especifica de los productos y subproductos que se comercializan a nivel mundial,
debido a que los consumidores y fiscalizadores exigen que se cumpla con el correcto etiquetado,
es decir que la especie comercializada sea la declarada (Barbuto et al., 2010; Barcaccia et al.,
2015; Bottero & Dalmasso, 2011; Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura, 2018). Esto debido a los recientes casos de intoxicacion reportados por el consumo
de alimentos adulterados y/o contaminados (Barcaccia et al., 2015; Bottero & Dalmasso, 2011).
En cuanto a productos pesqueros, las mejoras en los medios de transporte y en la conservacion
de alimentos, ha permitido la exportacién de enormes volimenes de pescado o sus subproductos
a diversas partes del mundo. Un mercado tan amplio sin estrictas reglas de control, ha facilitado

muchas veces la ejecucion de fraude econdmico por sustitucion de la especie comercializada (Di
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Pinto et al., 2013, 2015). Este problema puede verse a nivel nacional en el comercio de
subproductos como carne picada y filete de pescado, en los cuales la identificacion especifica es
casi imposible como consecuencia de la ausencia de caracteres diagnosticos claramente visibles
(Barbuto et al., 2010; Céspedes et al., 1999; Scarano & Rao, 2014).

Actualmente, la certificacion de la identidad especifica de los subproductos pesqueros es vital
para poder alcanzar nuevos mercados donde la exigencia de la correspondencia entre la etiqueta
y el contenido de un determinado producto es pieza fundamental para la comercializacion. El
cddigo de barras de ADN ha sido ampliamente utilizado para la identificacion de especies de
peces en diversos productos y subproductos pesqueros, permitiendo conocer el nivel de fraude
existente en diversos paises o regiones, siendo propuesta por la FDA como herramienta
fundamental para la identificacion de subproductos pesqueros en Estados Unidos (Yancy et al.,
2008).

Diversos estudios han logrado optimizar y validar el cédigo de barras de ADN para la
identificacion de especies con el fin de disminuir el tiempo de procesamiento y los costos de uso
de reactivos (Neto, 2017). Asimismo, se han desarrollado ensayos o pruebas de repetitividad
(precision), concentracién de ADN (limite de deteccidn), exposicion a sustancias quimicas y
condiciones ambientales, y pardmetros de amplificacion como la temperatura y el nimero de
ciclos (Dawnay et al., 2007; Neto, 2017). Los trabajos de validacion del cédigo de barras de ADN
concluyen que es posible obtener secuencias COI para diferentes especies de animales de forma
confiable (Handy et al., 2011; Neto, 2017; Tinacci et al., 2018; Yancy et al., 2008).

Neto (2017) y Dawnay et al. (2007) sefialan que el codigo de barras de ADN puede ser utilizado
con precision en muestras puras como los filetes y rodajas de pescado, y los pescados enteros,
pero no en muestras mixtas. Ademas, en muestras sometidas a procesamiento extremo, como los
enlatados, es posible obtener secuencias cortas de entre 100-200 pb mediante la utilizacién de
cebadores especificos, que permiten la identificacion de especies en algunos casos (Dawnay et
al., 2007; Handy et al., 2011). El codigo de barras es un método mas efectivo que el utilizado por
la FDA hasta 2011 (punto isoeléctrico) debido a que el ADN es mas estable, esto permite analizar
una amplia gama de productos pesqueros como seco-salado, ahumado, enlatados, entre otros
(Handy et al., 2011). Todas las muestras colectadas en el presente estudio fueron de carne fresca
y seco-salada de pescado, pudiendo ser identificadas a nivel de especie como ha sido realizado
en diversos estudios (Neto, 2017; Yancy et al., 2008).
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Por otro lado, el cddigo de barras permite obtener informacion de forma electrénica. Es decir, los
electroferogramas pueden ser almacenados en archivos y posteriormente pueden ser compartidos
nacional e internacionalmente (Handy et al., 2011). Esto permite que la informacion se encuentre
disponible para los integrantes del sector pesquero que necesiten monitorear y controlar los casos
de sustitucion de especies, tales como comerciantes, proveedores, empresarios y 6rganos de
gobierno (Neto, 2017; Yancy et al., 2008).

Este trabajo constituye el primer estudio de evaluacion del nivel de sustitucion de especies en
subproductos pesqueros comercializados en la Amazonia peruana. El andlisis de todas las
muestras colectadas, reveld una tasa de sustitucion relativamente alta (46,8 por ciento, Figura 5a).
Este valor fue superior a lo reportado en varios paises europeos (4,93 por ciento) (Mariani et al.,
2015), Brasil (17 por ciento) (Daniel Cardoso Carvalho et al., 2017) y Sudafrica (18 por ciento)
(Cawthorn, Duncan, Kastern, Francis, & Hoffman, 2015). Valores cercanos se encontraron en
Egipto (33 por ciento) (Galal-Khallaf, Ardura, Mohammed-Geba, Borrell Pichs, & Garcia-
Vazquez, 2014), Canadé (41 por ciento) (Hanner, Becker, lvanova, & Steinke, 2011) y China (58
por ciento) (Xiong et al., 2018). Un caso particular se evidencio en Australia, donde las especies
identificadas a partir de las muestras analizadas correspondieron con veracidad a la informacién
brindada en su etiquetado (Lamendin, Miller, & Ward, 2015). La elevada tasa de sustitucion
encontrada en el presente estudio se contrapone a lo sefialado por Bénard-Capelle et al. (2015)
sobre el hecho de que a mayor tamafio de la cadena de suministro se espera encontrar mayor
nivel de sustitucion. Nuestros resultados no siguen esta tendencia, en la Amazonia la cadena de
suministro consta Gnicamente de dos partes (pescador/ intermediario y comerciante) y los niveles
de sustitucion son elevados, mostrando que otros factores podrian estar influenciando el grado de
sustitucion en estos subproductos. En estos mercados el comerciante recibe el pez entero, sabe de
gué especie se trata, sustituye la especie en los subproductos porque tiene la certeza de que los
sistemas de fiscalizacion son casi inexistentes. Es decir, el comerciante comete fraude porque
sabe que no sera descubierto y su accion no sera penalizada por las autoridades. La fiscalizacion
juega un papel importante en el control de la sustitucion especifica de los subproductos. En
lugares donde los sistemas de fiscalizacién son constantes y muy estrictos, las tasas de sustitucion
son bajos, como sucede en Europa y Australia donde la tasa de sustitucion esta alrededor del cinco
por ciento (Lamendin et al., 2015; Mariani et al., 2015). Asimismo, los trabajos realizados en
Brasil confirman que la tasa de sustitucion ha descendido después de la implementacion de un
sistema de fiscalizacion a nivel nacional (Daniel Cardoso Carvalho et al., 2017; Daniel Cardoso
Carvalho, Palhares, Drummond, & Frigo, 2015). Estos ejemplos reafirman el efecto negativo de
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la fiscalizacion sobre la sustitucion observada por diversos autores (Bénard-Capelle et al., 2015;
Daniel Cardoso Carvalho et al., 2017).

Algunos estudios afirman que la sustitucion puede ser involuntaria debido a la semejanza
morfoldgica entre las especies involucradas como sefialan Lasso et al. (2011) para el “dorado” B.
rousseauxii y el “salton” B. filamentosum, asi como para la “doncella” P. punctifer y el “tigre
zangaro” P. tigrinum. Sin embargo, estos autores se refieren a la confusion en especimenes vivos,
en tanto que, aqui nos referimos a organismos muertos que son palpables por los comerciantes y
establecen claras diferencias en la textura de la piel como en el dorado y el salton (el primero
tiene piel suave que puede ser rasgada con facilidad, en tanto que el segundo tiene una piel &spera
y dura). Lo mismo sucede con la doncella y el tigre z(ngaro, donde el comerciante puede
diferenciar los patrones de coloracion (doncella tiene lineas negras y blancas rectas, en tanto que
el tigre zungaro tiene lineas sinuosas que se unen en el dorso). Entonces, la sustitucion no es
accidental sino méas bien a proposito, ya que el dorado y la doncella tienen mayor precio comercial

que sus sustitutos (Anexo 2).

Si bien, la cantidad de estos eventos fueron reducidos para el presente estudio, la mayoria de
sustituciones observadas se han realizado de forma deliberada, debido a que una especie ha sido
reemplazada por otra morfoldgicamente diferente. Por ejemplo, la sustitucion del “dorado™ B.
rousseuxii por “cunchimama” Z. zungaro y “alianza” B. juruense, asi como la sustitucion de
“doncella” P. punctifer por “cahuara” P. granulosus, “salton” B. filamentosum y cunchimama.
Como se puede observar, las especies sustitutas son de un valor comercial bastante inferior que
las sustituidas (Anexo 2), lo que representa un tipico caso de fraude motivado claramente por
factores econdmicos. Numerosos investigadores han reportado tal patron de conducta entre los
comerciantes de diversos establecimientos (Barbuto et al., 2010; Daniel C. Carvalho et al., 2011;
Daniel Cardoso Carvalho et al., 2017; Cawthorn, Steinman, & Witthuhn, 2012; Cline, 2012; de
Brito, Schneider, Sampaio, & Santos, 2015; Di Pinto et al., 2013; Filonzi et al., 2010; Mufioz-
Colmenero, Blanco, Arias, Martinez, & Garcia-Vazquez, 2016). La ejecucion de este tipo de
practicas fraudulentas afecta el bolsillo de los consumidores y bloquea su libertad para elegir

conscientemente un determinado subproducto (de Brito et al., 2015).

El grado de procesamiento de la carne de pescado podria tener relacion con el nivel de sustitucion,
tal como se ha observado al comparar las tasas de sustitucion de los tres tipos de subproductos
(filete fresco, carne picada y filete seco salado). Es posible que los consumidores puedan

diferenciar algunos caracteres diagndsticos como la coloracion y textura de la carne, que aun son
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visibles en los filetes de pescado, lo cual es imposible hacer en carne picada, debido a que ha
sufrido un procesamiento mayor. Técnicamente, estos caracteres diagndsticos serian la
conformacién de los miémeros y mioseptos, y la predominancia de musculo rojo o blanco
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2016), que ain son utilizados para realizar
una rapida diferenciacion (aunque estos métodos no son confiables cuando se trata de especies
con caracteristicas musculares semejantes como es el caso de muchas especies amazoénicas). Esta
relacion positiva entre el grado de procesamiento y el nivel de sustitucion ha sido observado en
Brasil e Italia, donde las tasas de sustitucion de los subproductos méas procesados siempre
muestran valores mas altos (Carvalho, Neto, Brasil, & Oliveira, 2011; Di Pinto et al., 2013).
Nosotros pensamos que el grado de procesamiento puede influir en el nivel de sustitucioén cuando
la coloracion y la textura de la carne son semejantes entre las especies, como se ha observado en
los bagres que son un grupo numeroso donde los filetes frescos son casi imposibles de diferenciar
sin la piel de la especie; se observan filetes con distinta coloracién pero no se sabe a qué especies
pertenecen. Un caso contrario fue observado en la carne de paiche que presenta una coloracion y
textura diferente a la de los bagres, por lo que estos no pueden ser utilizados como sustitutos del
primero (tasa de sustitucion nula). Que no se haya encontrado sustitucion, no quiere decir que no
exista, puede deberse a que en el muestreo realizado no se haya encontrado casos de sustitucion,
ya que algunas informaciones extraoficiales afirman que la carne de paiche es muchas veces
sustituida por carne de lagarto cuya textura es semejante (carne mucho mas solida y fibrosa).
Entonces, la presencia de piel en los filetes comercializados, tendria un papel importante para que
los consumidores reconozcan la especie que estan adquiriendo y eviten ser estafados como lo han
reportado Di Pinto et al. (2013) y Mufioz-Colmenero, Blanco, Arias, Martinez, & Garcia-Vazquez
(2016).

Con respecto a la sustitucion por ciudades, los resultados revelaron que esta fue mayor en
Pucallpa que en lquitos, contrario a lo sefialado por Bénard-Capelle et al. (2015), quien afirma
que las preferencias de los consumidores estan sujetas a la disponibilidad de pescado en una
determinada area geografica, ya que los pobladores de ambas ciudades presentan los mismos
patrones de consumo de pescado en su dieta. Nosotros pensamos que esto tiene una mayor
relacion con los menores volimenes de desembarque y demanda de una determinada especie en
la ciudad de Pucallpa. Los datos de desembarque muestran que las especies con mayor volumen
de desembarque son las que tienen bajo valor comercial, pero la demanda sigue siendo doncella

gue en esta regién presenta un volumen de captura bajo, lo que incita la sustitucion, en tanto que
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en la ciudad de Iquitos, los volimenes de desembarque de las especies demandadas es mayor,

influyendo en cierto modo sobre la diferencia del nivel de sustitucion entre ambas ciudades.

Si bien, las tasas de sustitucion entre vaciante y creciente no fueron estadisticamente
significativas, se pudo observar una mayor tasa de sustitucion durante la creciente, época en la
que la mayoria de especies de peces se dispersan a las florestas inundadas y sus volumenes de
captura decrecen, es decir que tanto la diversidad como la abundancia disminuyen (Gallo, 2000;
Guerra Flores, 1995). En este periodo, los desembarques son bajos y las especies predominantes
por lo general son las no migratorias de bajo valor comercial. Debido a esto, la oferta de algunas
especies se veria limitada en los mercados locales, provocando que la demanda sea satisfecha
mediante el reemplazo por otras especies de menor valor econdémico que son abundantes en esta
época, como por ejemplo la “cahuara” P. granulosus (Anexo 2). Tasas de sustitucion relacionadas
a la estacionalidad, fueron encontrados también en salmén del Atlantico, donde el nivel de
sustitucion fue mayor durante el invierno, época en la cual esta especie es escasa (Cline, 2012).
Ademas, en este estudio se pudo observar que hay mayor nimero de especies sustitutas en
vaciante que en creciente, esto puede deberse a que en esta época hay una mayor diversidad de
peces en los ambientes naturales, como afirma Guerra Flores (1995), entonces hay mayor
diversidad de especies que pueden ser utilizadas por los comerciantes como sustitutas de especies

de valor comercial elevado.

La presion de pesca historica y actual sobre las especies de alto valor comercial como la doncella
y el dorado, ha causado la disminucién de sus poblaciones naturales, por lo que actualmente sus
volumenes de desembarque son reducidos. En los mercados, las preferencias por estas especies y
sus subproductos es elevado, lo que ha incentivado a los comerciantes sustituirlas por especies de
menor valor, como “cahuara” P. granulosus y “cunchimama” Z. zungaro (Anexo 2), para cubrir
la demanda en las grandes ciudades amazonicas. Por ejemplo, el porcentaje de “dorado” B.
rousseauxii en el desembarque que fue del cinco por ciento de la captura total en los afios noventa,
pasando por 0,4 por ciento en 2006 y 0,1 por ciento en 2015, hasta llegar a 0,04 por ciento en
2017 (Garcia, Tello, Vargas, & Duponchelle, 2009; Ministerio de la Produccion, 2018). La
tendencia para doncella fue similar, representando el 8,4 por ciento del volumen de extraccion en
2000, pasando por 3,4 por ciento en 2016, hasta alcanzar el 0,6 por ciento en 2017 (Direccion
Regional de la Produccion; Ministerio de la Produccion, 2018). Esto corrobora nuestro supuesto
de que el alto nivel de sustitucion encontrado en estas dos especies podria ser explicado por la
carencia de estas en su medio natural y la creciente demanda en el mercado local. Ademas, la

disponibilidad de especies de menor valor pero mas abundantes en la naturaleza como cahuara y
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cunchimama (con volimenes de captura que han pasado de 0,4 por ciento del desembarque total
en 1996, a 1,4 por ciento en 2016) (DIREPRO), facilitan la sustitucion. Tanto la demanda como
la disminucion de las poblaciones naturales son factores que en conjunto elevan los porcentajes
de sustitucion de especies (Jacquet & Pauly, 2008). Casos de sustitucion relacionados a la
disminucion de las capturas fueron observados para G. morhua (Di Pinto et al., 2013) y algunas
especies de esturion del Mar Caspio (Jacquet & Pauly, 2008).

Debido a que la demanda de pescado y sus subproductos va en aumento y las normas de comercio
internacional son cada vez mas exigentes, es necesario tomar medidas que sean eficientes y
sostenibles para el sector industrial pesquero. La utilizacion de herramientas eficaces para la
discriminacién de especies y sus subproductos, como el codigo de barras de ADN, en el
monitoreo Yy fiscalizacion del sector pesquero viene siendo realizada en diversos paises a nivel
mundial, lo cual permitiria que los productos locales alcancen nuevos mercados donde el

etiquetado es primordial.
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V. CONCLUSIONES

1. El cddigo de barras de ADN demostro ser una herramienta Util en la discriminacion eficiente
de las especies en cualquier tipo de subproducto pesquero comercializado en la Amazonia
peruana. Su utilizacion en sistemas de monitoreo y fiscalizacion podria modernizar los

sistemas de comercializacion con miras a mercados nacionales e internacionales.

2. La sustitucion de especies es realizada por los comerciantes de manera intencional con el
objetivo de obtener mayores beneficios econdémicos en la transaccion, esta actividad ilicita es
generalizada en las ciudades debido a la ausencia de un sistema de monitoreo y fiscalizacion

eficiente por parte de las autoridades competentes.

3. La elevada tasa de sustitucion encontrada en subproductos pesqueros en las ciudades de Iquitos
y Pucallpa esta relacionada con el grado de procesamiento de la carne de pescado y con la
disponibilidad de especies sustitutas en los diferentes periodos hidroldgicos.



VI. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar un estudio posterior, en el que la colecta se realice no s6lo en mercados
locales, sino también en otros tipos de negocio como supermercados y restaurantes, con el fin

de abarcar la mayor parte de la cadena de suministro.

2. Con miras a la exportacion de subproductos, se sugiere que los dérganos de gobierno
implementen el codigo de barras de ADN como herramienta para la certificacion especifica

de subproductos pesqueros amazonicos.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1

MODELO DE FICHA DE REGISTRO DE INFORMACION DURANTE LA
COLECTA DE MUESTRAS DE SUBPRODUCTOS PESQUEROS

Nombre comun declarado Lugar de colecta  Fechade colecta Tipo de
por el comerciante subproducto




PRECIOS PROMEDIO (EN SOLES) POR KILOGRAMO DE PESCADO EN LOS

ANEXO 2

MERCADOS DE LAS CIUDADES DE IQUITOS Y PUCALLPA

Nombre cientifico de la

Nombre comun declarado por

el comerciante

Precio promedio (en soles)
por kilogramo de pescado*

especie

P. granulosus Cahuara 4
Z.zungaro Cunchimama 8

B. filamentosum Salton 10
B. juruense Alianza 10
B. platynemum Tablabarba 13
P. hemioliopterus Pez torre 13
P. tigrinum Tigre zingaro 20

B. vaillantii Manitoa 10

P. punctifer Doncella 23
A. gigas Paiche 23
S. planiceps Achacubo 20

* Precios promedio declarados por los comerciantes durante los afios 2017 y 2018.
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