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1. EXPOSICIÓNGENERAL DEL PROBLEMA A INVESTIGAR

La identidad biológica de los pecesse establecebasándoseen sus

caracteresanatomo-biológicos.Sin embargo,muchospescadosse someten

despuésde su capturaa operacionesde evisceración,fileteado, picado,etc.,

antesde suventaal público o alasindustriasdetransformación.Unavezque

el pescadose ha procesado,resultamuy dificil identificar la especiede

procedencia.

En la actualidad,loshábitosdeconsumo,los avancestecnológicosy el

comerciointernacional,hancontribuidoapotenciarel consumodepescadoen

la poblaciónhumana.Esteaumentodelconsumotambiénestárelacionadocon

el incrementode la ofertadepescadosprocedentesdediversospaisesy quese

presentanal consumidor fileteados, congelados,turnados, enlatados o

incluso precocinados.Por otra parte, la idiosincraciade los consumidores

tiendea concentrarla demandaen un reducidogrupo de especies,las cuales

alcanzanun elevadoprecioen el mercado.La diferenciade preciosfavorece

la sustitución de las especiesde mayor valor económico por las menos

valoradas, tanto en las pescaderíascomo en los establecimientosde

restauracióncolectiva. Estehecho,ademásde constituir un fraude, tiende a

perpetuarla desinformaciónde los consumidoresy la marginaciónen el

mercadode un gran númerode especies,muchasde ellas con un excelente

valornutritivo y culinario (Penedoy col., 1992;Soteloy col., 1993).

En la identificación de pescadosahumados,uno de los mayores

problemasradicaen la diferenciacióndel salmónatlántico1 (Salmosalar), la

trucha arco iris (Oncorhynchusmykiss)y la palometa (Brama rau). La

diferenciacióndepiezasdesalmóny truchaahumadoses, enocasiones,dificil

ya queni el tamaño(se críantruchasde8 kg o más),ni el colordela carne,m

el saborconstituyenparámetrosfiables de identificación. El dibujo del corte

de lapiezatampocogarantizasudiferenciación.Porello, lapuestaapuntode

un métodode análisiseficaz, rápidoy baratoquepennitiesela identificación

de las especiesde pescadoahumadocitadas cuando se carece de base

(1) Lasespeciesdepeces,unaveznombradasenlatín, apareceránconsunombre
en castellano.
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anatómica, tendría un interés extraordinario para detectar los productos

adulterados o etiquetados incorrectamentey para ofrecer una mayor

protecciónalasempresasdetransfonnacióny a los consumidores.

Los métodosanalíticosutilizadosen la diferenciaciónde especiesde

pescadoincluyen técnicaselectroforéticas(Hamilton, 1982; Laird y col.,

1982; Aa y col., 1988; Penedoy col., 1992; Gallardo y col., 1995),

cromatografiaenfaseliquida, HPLC (Osmany col., 1987; Armstrongy col.,

1992), técnicasinmunológicas(Taylor y col., 1994a) y técnicasgenéticas

(Bartlett y Davidson, 1992). Las técnicaselectroforéticasy cromatográficas
generan perfiles electroforéticoso cromatográficoscomplejos y bastante

similaresparalas distintasespeciesde pescado,lo que dificulta su correcta

identificación. Por otra parte, tanto las técnicaselectroforéticas,como las

cromatográflcas e ininunológicasdesarrolladashastael momento para la

identificación de especiesde pescado,estánbasadasen el análisisde las

proteínas muscularessolubles y los resultados obtenidos pueden verse

afectadospor lostratamientostecnológicosaquesesometeel pescado.Por el

contrario,la estabilidaddel AUN y la cantidadde informaciónquecontiene,

confierenaestamoléculaunagranespecificidadquepermitela diferenciación

de especies(Bartletty Davidson, 1991;Hartleyy col., 1992;Pendasy col.,

¡995).

Actualmente,entrelastécnicasque seestánaplicandoconmayoréxito

en el análisisde alimentosse encuentranlas imnunológicas,basadasen la

visualizaciónobjetivade la interacciónentreun antígenoy sucorrespondiente

anticuerpo,y las genéticas,quesebasanen el reconocimientoespecificode

fragmentosdeADN (Sharpe,1994; Fung, 1995).

En este trabajo de investigación se planteó, en primer lugar, la

utilización de técnicas inmunológicas, y posteriormentegenéticas, para

identificarmuestrasfrescasy ahumadasde tresespeciesde pescado:salmón

atlántico, trucha arco iris y palometa.Los objetivos que se pretendían

desarrollarfueronlos siguientes:
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1. Obtencióndeanticuerpospoliclonalesfrenteaproteínasmusculares

solublesdesalmón,truchay palometaahumados,y el desarrollode

técnicas inmimoenzimáticas (ELISA) para identificar dichas

especies.

2. Identificacióny seleccióndemarcadoresgenéticos(mitocondriales

y nucleares)quepenuitieran,con la utilización de técnicascomola

reacción en cadenade la polimerasa(PCR), secuenciaciónde

fragmentosdeADN y digestióncon enzimasderestricción,obtener

patronescaracterísticosdel salmón, trucha y palometapara su

correctaidentificación.

En la última década,las técnicasmmunoenzimáticas(ELISA) han

experimentadoun notabledesarrolloy difusión en la industriaalimentaria.

Las ventajasde los métodosmmunoenzunáticosderivande su sensibilidad,

rapidez y bajo coste.Además,estastécnicasson objetivas y automatizables y

los reactivosque utilizan son estables(Rittenburg, 1990). Son muchos los

ensayosinmunológicosdesarrolladosen los últimos añosparala deteccióny

cuantificacióndehormonas,plaguicidas,antibióticos,micotoxinasy proteínas

en productoslácteoso cárnicos(Fukal, 1991; Samarajeeway col., 1991;

Gonzálezy col., 1993;Anguitay col., 1995).Sin embargo,quizásdebidoa la

variedadde especiesde pescadocomercializadas,los trabajosinmunológicos

realizadosson escasos(Aa y col., 1990; Verrez-Bagnisy Escriche-Roberto,

1993; Taylory col., 1994a). Por ello, el primer objetivo de estetrabajoha

consistido en la obtención de anticuerposy el desarrollo de técnicas

unnunológicas,que pennitierandiferenciar especiesde interés comercial

comoel salmón,truchay palometaahumados.Paraello fue necesario:

1. Inmunizarlotesdeconejosconlasproteínasmuscularessolublesde

salmón,truchay palometaahumados.

2. Comprobar, mediante técnicas de ELISA indirecto, si los

inmunosuerosobtenidosreconocíanaproteínasmuscularessolubles

de especiesde pescadodistintas de aquéllasfrente a las que se

obtuvieron.
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3. Obtener anticuerpos especie-específicos a partir de los

inmunosuerosobtenidosen la faseanterior. Paraello seutilizaron

técnicasde inmunoadsorcióncon proteínasmuscularessolublesde

lasespeciesheterólogas.

4. Utilizar los anticuerposespecie-específicosparadesarrollary poner

apuntotécnicasde ELISA quepermitierandiferenciarlas especies

depescadocitadas.

Otraaproximaciónmetodológicaparala diferenciaciónde especiesde

pescadoy con un granpotencialde desarrolloen los próximosaños,consiste

en la utilización de técnicasgenéticas(Soteloy col., 1993). Los avances

realizadosen los últimos añosen las técnicasde ingenieríagenética,y en

concreto, el desarrolloy puestaa punto de la reacción en cadenade la

polimerasa(PCR), hanmarcadoun antesy un despuésen todaslas áreasde

investigaciónbiomédicay handemostradosermuy eficacesenla detecciónde

numerososmicroorganismospatógenosy alterantesde los alimentos(Hill,

19%; Gutiérrezy col., 1997, 1998; González y col., 1999), aplicándose

tambiéncon éxito en la identificación del origen animal de una canie en

productos cárnicos (Chikuni y col., 1990, 1994; Winter~ y Thomsen,1990;

Ebbeh4,j y Thomsen,1991a; Carnegie, 1994), identificación de especiesde

pescados(Bartletty Davidson, 1991, 1992; Hartley y col., 1992; Rehbeiny

col., 1995, 1997; Ramy col., 1996), detecciónde proteínade soja(Meyer y

col., 1993), gluten (Davidson y Bridges, 1987) y alimentostransgénicos

(Meyery Candrian,19%).

Recientemente,se ha realizado un esfuerzo notable para identificar

marcadoresgenéticosquehanpennitidorealizarnumerososestudiossobrela

evolucióny migracionesdedeterminadasespeciesmarinas.El diseñode estos

marcadoresgenéticosse ha basadoen el análisisdel ADN, primero en el

mitocondrial (ADNmt) y posteriormenteen el nuclear(ADNn). Algunas de

las ventajasde la utilización de marcadoresgenéticosen la identificaciónde

especiesson:
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• La cantidaddemuestrarequeridaparael análisisesmínima.

• Existenmuchosmarcadoresgenéticospotenciales.

• Se puedendetectar mutaciones que no conllevan cambios en la

composiciónaminoacidicani en la movilidad electroforéticade las

proteínasy que, enconsecuencia,no podríanponersede manifiesto

medianteel análisiselectroforéticode lasmismas.

Muchosde losmarcadoresgenéticosquesehanutilizadoenel estudio

de poblacionesmarinasestánbasadosenel ADN mitocondrial(Kochery col.,

1989; Bartlett y Da’ddson, 1992; Cronin y col, 1993; Chow y Ushiarna,

1995).Desdeun puntodevistafilogenético,el ADNmt al serhaploide,ofrece

numerosasventajasparael estudiode la evoluciónde las especies.Además,

cadacélulacontienemuchascopiasde ADN mitocondrial,a diferenciade lo

queocurreconel ADN nuclear.

Los marcadoresgenéticosbasadosen el ADN mitocondrial ponende

manifiestocambiosen la secuenciadel ADN, comoresultadode mutaciones

puntuales que incluyen sustituciones de bases. Recientemente,en la

identificación de especies,la atención se ha centrado en determinar las

diferenciasqueseobservanenel númerodecopiasrepetidasdeunfragmento

deADN (Hartleyy Davidson,1994).Estassecuenciasrepetitivasseclasifican

de acuerdo al tamaño decreciente del número de bases en satélites,

minisatélitesy microsatélites.De ellos, los minisatélitesy los microsatélites

hansidolosmásutilizadosen la identificacióndeespecies.

Ademásde la utilidad de los minisatélitesy microsatélitespara la

identificación de especies,cadavez es mayor el número de secuenciasde

genesnuclearesespecíficosqueestándisponiblesen lasbasesde datos.Con

esta información se puedendiseñar cebadorespara amplificar genesque

permitanestablecerdiferenciasentreespeciesrelacionadas.

En una etapade máxima expansiónde las técnicasde PCR en el

análisisde los alimentos,consideramosque su aplicacióna la diferenciación

de salmón,truchay palometaahumadoses importanteparadisponerde una
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herramientaútil quefacilite la identificación inequívocade dichasespecies.

Parallevar acabolos objetivospropuestosfue necesario:

1. Buscaren lasbasesdedatos(GenBanky EMBL) las secuenciasde

nucleátidosde diversos genesmitocondrialesy nuclearesde las

especiesde interés,comoel citocromob, NADH deshidrogenasa,

12Sy 16SARNr, ATPasa,p53,etc.

2. Utilizar las secuencias disponibles, para diseñar cebadores

adecuadosque permitieranamplificar fragmentosgénicosen las

especiesdeinterés.

3. Extraerel ADN delasmuestrasdepescadofrescoy ahumado.

4. Utilizar los cebadoresdiseñadosy la reacción en cadenade la

polimerasa(PCR)paraamplificar lassecuenciascorrespondientesa

partirdelADN delasmuestrasseleccionadas.

5. Secuenciarlos productosde PCR obtenidosa partir del ADN de

varios individuos de las distintas especies, para encontrar

diferenciasentrelassecuenciasdenucleótidosquesepuedanponer

demanifiestopor lacomparacióndesusmapasde restricción.

6. Unavez seleccionadaslasendonucleasasderestricciónapropiadas,

se analizaron diferentes muestras para obtener perfiles de

restriccióncaracterísticosdecadaespecie.

En la actualidad,el consumodepescadoprocesadoennuestropaíses

creciente.La ausenciadetécnicasrápidasy fiablesque pennitanverificar la

autenticidadde las especiesde procedenciacuando se carece de base

anatómica,representaun problemapara las empresasque adquierenestos
productos,así como para los Servicios de Control de la Administración,

encargadosde garantizarel correctoetiquetadode las especiesde pescado

puestasa la venta. Por ello, consideramosque el desarrollode marcadores

innmnológicosy genéticos,podría tenerun gran mterésen programasde

inspecciónencaminadosadetectarla sustituciónfraudulentade especieso el

etiquetadoincorrectodelos productoscomercializados.



II. INTRODUCCIÓN
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11.1. SITUACIÓN GENERAL DEL MERCADO PESQUERO

Desde tiempos remotos, el consmnode los productosdel mar ha

desempeñadoun papeldecisivo en las zonascosteras.A diferenciade otros

recursosmarinos,el pescadoestásujetoaun procesoderenovacióncontinuo,

y sólo la actuacióndel hombreen fonnade sobrepescao de contaminación

del medio ambientepodria poner fin a este eterno ciclo biológico. Sin

embargo,en la actualidad,debidoa la elevadademandade pescado,muchas

especiesde peces e invertebradosmarinos se produceny explotan en

condicionescontroladasen factoríasdeacuicultura.Los pecesson organismos

muy eficientesen la conversiónde proteínaalimenticiaenproteínacorporal,

eficiencia superior a la que presentanlos animalesde abasto. Salmones

(Salmo salar), truchas (Oncorhynchusmykiss>, carpas(Cyprinus carpio),

atunes(Thunnusíhynnus), doradas(Sparusaurata), lubinas (Dicentrarchus

labrax), rodaballos(Psettamaxima)y otrasespeciesseobtienenactualmente

en acuicultivosy, en el futuro, la explotación industrial del pescadoen

piscifactoríasestállamadaa experimentarun grandesarrollo(Sikorski, 1994).

El sector pesquero mundial se caracteriza por una elevada

concentraciónproductiva en determinadaszonas que no se corresponde

necesananientecon la distribución geográficadel consumo(en general,el

pescadosiguesiendoinésapreciadoen lasdietasde los paísesdesarrollados).

La tendenciaen el comercio pesquerointernacional se dirige hacia un

aumentode la dependenciade los paísesdesarrolladosrespecto de los

suministrosexternos(Juárez,1997).En la Tabla 1, serefleja la evoluciónde

las capturas de los principales productoresde pescado, destacandoel

crecunientodedichascapturasenpaisescomoChinay Noruega,mientrasque

desciendenenotroscomoJapóny Canadá.

Japón,EstadosUnidos y los paísesmiembrosde la Unión Europea

(salvoIrlanda,Dinamarca,Sueciay el ReinoUnido) no sonautosulicientesy

recurrenalos mercadosinternacionalesparasatisfacerlas necesidadesde su

consumo interno. Otros, como Noruega, Islandia, Canadá, paises

sudamericanosy gran parte de los asiáticos, se están consolidandocomo



Introducción 10

AÑOS

1993 1994
PaÍs 1990 199 1996
China 7.765.379 8.396.158 9.386.499 10.485.113 11.834.045 13572727 15.189.789

Perú 6.868.905 6.898.106 7.502.066 9.003.509 11.999.217 8.937.342 9.515.048

Chile 5.162.773 5.958.878 6.433.314 5.948,45! 7.720.578 7.433.864 6.692.653

Japón 9.549.979 8.497.748 7.683.899 7.247,828 6.617.308 5.967.290 5.964.090

Estados 5.555.475 5.126.791 5.190.717 5.522.917 5.535.349 5.224.567 5.000.799
Unidos

RusiaFod. 7.553.544 6.895.699 5.507.465 4.370.009 3.705.082 4.311.809 4.675.731

Noruega 1.596.672 2.012.110 2.430.61? 2.415.118 2.333.100 2.525.078 2.638.464

Islandia 1.505.312 1.047.395 1.574,682 1.715.581 1.556.962 1.612.548 2.060.168

Dinamarca 1.475.711 1.751.154 1.953.834 1.613.906 1.873.335 1.999.033 1.681.517

España 1.096.281 1.047.913 1.084.022 1.092.831 1.129.960 1.14182<1 1.4>53.314

Canadá 1.637.730 1.458.230 1.291.999 1.131.484 1.022.747 868.086 900.806

ReinoUnido 760.118 790.604 813.083 860.200 877.931 909.902 867.773

Francia 610.477 571.630 570.916 583.001 572.708 601.695 542.187

Suecia 250.982 237.016 307.545 341.897 386.814 404.586 370.881

PaísesBajos 406.242 407.166 432.970 461.756 420.053 438.092 363.283

Italia 381.688 405.894 396.103 395.309 396.267 394.020 358.736

Irlanda 215.736 233.290 249.159 278.577 293.616 385.356 332.878

Portugal 318.173 319.636 293.169 287.772 263.187 260.519 260.385

Alemania 326.302 232 430 216 890 253.010 230.063 239.753 236.573

Total 83.886.200 85.088.400 86.208.800 81~278.800 92.682.906 93.001.100 94.623.400

* toneladasmétricas

Fuente:FAO., EstadísticasdePesca,1998.
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abastecedoresde otros (Tabla2). Todas estascircunstanciasconfiguranun

macadopesquerocaracterizadopor unaelevadaconcentracióndel comercio

(entreJapóny la Uf. absorbenmásdeI 65%de las importacionespesqueras

mundiales)y por la tendenciaa que los paises en vías de desarrollo

incrementensusexportacionesen detrimento de las importaciones(Suris y

Otero, 1997).

En los últimos años, la necesidadde adaptación a la Política

Coinunitaria Pesquera,ha condicionadoel desarrollodel sector pesquero

español, tanto en su vertiente extractiva (descenso en las capturas,

adaptacionesen lasflotas, formaciónde empresasmixtas,etc.), comoen los

aspectoscomercialesreferidosal macadointeriory al comercio internacional

depescado.

Respectoa la evolución del mercadointerior pesqueroen España,

convieneresaltarque la importancia relativa del pescadoen el consumo

alimentarioglobalpermaneceestable(Figura 1).

Por lo que se refiere al comercioexterior, el mercadoespañolse ha

hecho muy dependientede los suministros externos de pescado. El

mantenimientode un elevadoconsumomedio,unido al descensoy posterior

estabilidad de los desembarcos,han propiciado el aumento de las

importacionesparasatisfacerlasnecesidadesde la demandainterna(Tabla2).

En ténninos generales, se importa pescado fresco, congelado,

crustáceosy moluscos, mientras que se exportan pescado congelado,

moluscosy conservas.El principal destinode lasexportacionesselocalizaen

el resto de los paísescomunitarios(Portugal e Italia de forma destacada),

mientras que el origen de las importacioneses más variado (Argentina,

Namibia,ReinoUnido,Portugal,Chile,etc.).
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Importaciones* Exportaciones*

País 1994 1995 1996 PsIs 1994 1995 1996

Europa 18.133.031 20.172.209 20.960.540 Europa 13.686.079 15.065.426 ¡6.537.287

Japón 16.140465 17.853.481 17.023.945 Tailandia 4.190.036 4.449.457 4.117.865

Estados 7.043.431 7.141.428 7.080.411 Noruega 2.735.485 3.122.662 3.415,696
Unidos

Francia 2.796.719 3.221.298 3.194.133 Estados 3.229585 3.383.589 3.147.858
Unidos

EspiaBa 2.638.737 3.105.684 3.134.893 China 2.320.125 2.835.021 2.856,986

Italia 2.257.462 2.281.316 2.590.985 .. Dinamarca 2.359034 2.459.629 2.698.976

Alemania 2.316.449 2.478.817 2.542.957 .. Canadá 2.182.078 2.314.413 2.291.261

Reino 1.880.350 1.910.091 2.065.025 . Chile 1.303.974 1.704.260 1.697.258
Unido

HongKong 1.647.106 1.831.511 1.928.143 . Rusia 1.720.459 1.635.145 1.686,162

Dinamarca 1.415.239 1.573.732 1.618.669 Indonesia 1.583.416 1.666.752 1.678.222

China 855.706 941.293 1.184.170 Corea >411.052 1.564.878 1.512,992

Canadá 913.404 1.034.070 1.158.864 PaisesBajos 1.435.824 1.447.239 1.470.046

Portugal 669.888 763.245 782.858 spala 1.OflOlS 190$74 1.461.486

Noruega 324.142 490.383 535.642 . Islandia 1.264.615 1.342.552 1.425.837

Brasil 261.453 397.574 481.552 ... PerÚ 979.502 869.727 1.120.391

* enmilesde EE.UU.$

Fuente F A O Estadísticasde Pesca,1998
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11.1.1.PRODUCCIÓNDE SALMÓN Y TRUCHA

Debido a la limitación de los recursosmarinosy a la política de

reducción de la flota pesquende la Unión Europea, la acuiculturaha

experimentadoun grandesarrolloennuestropaís.

La acuiculturaconsisteen la reproducción,total o parcial, del ciclo

biológiconaturalde algunasespeciesacuáticas,controlandoestosorganismos

y el hábitatdondesedesarrollan.Existendosgrandesmodalidadesdecultivo:

el cultivo marino (dorada, lubina, rodaballo, salmón, etc.) y el cultivo
continental (truchas). Ambos cultivos pueden ser explotados de forma

extensiva(sin alteracióndel mediode cría) o de forma intensiva(control del

ciclo y delmedio).

En los últimos años se ha producido una expansióndel cultivo

intensivo en granjas marinas, debido a la gran demandacomercial de

productosmarinos(dorada/lubina),la peculiaridadde nuestrolitoral y las

subvencionestanto del Estadocomo de la Unión Europea.En el periodo

comprendidoentre1985y 1996,la producciónpasóde servirtualmentenulaa

30.000toneladasanuales,lo querepresentócercadel 200% de las capturas

tradicionalesde estasespecies.Se estimaque antesdel final del siglo, la

producciónseráde45.000toneladasy3 decada4 doradas/lubinasprocederán

de granjasacuícolasmarinas.No obstante,el pesoespecíficodela acuicultura

marina de dorada/lubina,sin olvidar el cultivo del rodaballo,esreducido en

comparaciónconloscultivos detruchasy salmones(Doyelle, 1997).

Los salmónidospertenecientesal géneroSalmomásrepresentativosde

nuestrafaunapiscícolason el salmónatlánticoy la truchacomún o Salmo

t¡’rata fario. El primero se interna en algunosríos de la cornisa cantábrica

entrenoviembrey febrero,correspondiendocon la épocade desove,mientras

quela truchacomún estáampliamentedistribuidapor los ríos y arroyosde

nuestrapeninsula.

La trucha arco iris se introdujo en la peninsulaa finales del siglo

pasadoprocedentedel Pacifico,y conel pasode los altosseha adaptadoa la

climatologíay orografia,de tal forma queprácticamenteha desplazadoa la
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truchacomún. Comparadacon otras especiesde salmónidos,la truchaarco

iris seadaptabien a la cautividad,con comportamientosmenosagresivosque

la trucha común, por lo que sus cualidadesnaturalespara la explotación

industrialsonmuybuenas(Blanco, 1994).

En los últimos años,la poblaciónde salmónatlántico seha reducido

notablementeen Europa occidental, al igual que en el norte de España

(Asturiasy Galicia) debidoal deteriorode los hábitatsnaturales,y a la pesca

masivaenaltamary en los ños(Lariniery Dartiguelongue,1989). Islandiaes

uno de los paísesque más se han preocupadopor la subsistenciade esta

especie,estableciendoprogramasde incubacióny suelta de alevines. La

mayor parte del salmón atlántica que se consumeen Europa procedede

instalacionescenadas,en lasquetiene lugarel ciclo completo,realizándoseel

engorde en jaulas flotantes situadasen lugaresresguardadosde la costa,

destacandopor su producciónNoruegay Escocia. Convieneseñalarque el
salmón era una especiepoco conocida hasta hace unos ellos por los

consumidoresespañoles,peroseha ido abriendopasoen el mercadograciasa

la calidady bajospreciosqueofertanlos exportadoresnoruegos.

La producciónacuícolaespañolaes un sector económicoen ascenso

que se afianzalentamente,aunquetodavíadependemucho de la producción

del mejillón (Mytilus edulís>, quejunto con la truchaarcoiris constituyenlas
produccionesmássobresalientes.En 1995, la producciónacuícolaalcanzóun

valor de 29.522 millones de pesetas, de los que 13.640 millones
correspondierona la producciónde peces,destacandola truchaarco iris con

6.600 millones de pesetas,la dorada con 3.192 millones de pesetasy el

rodaballocon2.335millonesde pesetas.

Segúndatosdel Ministerio de Agricultura, Pescay Alimentación, en
1996 estabanen actividad 153 piscifactorías continentalesprivadas. Su
producciónen 1995 fue de 21.628 toneladas,de las que la mayor parte

correspondierona la truchaarcoiris (21.571toneladas)(Anónimo, 1997a).
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11.1.1.1.Pescadosahumados

Entre los productosde la pescatransformados,la producciónquemás

seha incrementadoenEspañaesla de ahumados.El 47%dela producciónde

ahumadoscorrespondea salmón,apesarde lo cualEspañaes aúndeficitaria

enestetipo deproductos(Tabla3).

De las importacionesde pescadosahumados,el 80%son de salmóny

procedenprincipalmentede lslandiay deDinamarca.Hay queaclararquede

“Islandiay Dinamarca”procedeel salmónahumado,aunquelo másfrecuente

esqueel salmónseimportefresco,fundamentalmentede Noruegay Escocia,

y seproceseen España,para su comercializacióncomo ahumado(Vieites,

1994). De hecho, el salmónNoruego es la materiaprima utilizada para

elaborarmásdel 600/o de la producciónnacionalde salmónahumado.En la

última décadahaaumentadoconsiderablementeel volumendeproducciónde

ahumados.Sin embargo,el valor económicode la producciónpermanece

estable,debidoprincipalmentea que en los últimos añoshanaparecidoun

grannúmerode empresasque compitenen precios.Además,hanaumentado

fuertementelas importacionesy la diferenciación de productosen este

subsectoresbaja.A pesarde quelasempresasdel sectorofrecenunamayor

variedad de productos, los consumidoresespañolessignen demandando

salmón,truchay palometa,muypor encimade los demás.Estono impide que

surjan productos nuevos, como el hígado de bacalao (Gadus morhua)

ahumadoo lomoy ventrescadesalmón,entreotros.

11.1.1.2. Marco legislativo para la comercializacióny elaboraciónde

productospesqueros.

El marco legislativo que sirve de referenciapara la elaboracióny

comercializaciónde pescadosahumadosenEspaña,viene definido en el Real

Decreto1.437/1992de 27 de noviembre(B.O.E. número 11, de 13 de enero

de 1993),por el quesefijan lasnormassanitariasaplicablesa la produccióny

comercializaciónde los productospesquerosy de la acuicultura; el Real

Decreto1334/1999de 31 de julio (B.O.E. número202, de 24 de agostode

1999),por el queseapruebala NormaGeneralde Etiquetado,Presentacióny

Publicidadde productosalimenticios; el Real Decreto 1.882/1994de 16 de
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1

País 1994 1995 1996

Dinamarca

Francia

ReinoUnido

Japón

Alemania

EstadosUnidos

Bélgica

Italia

Noruega

Espafis 1.499 1.757 1.976

Canada 1.020

Total 61.098

1.100

66.870

658

72,112

* toneladasmétricas

9.056

11.500

11.000

9.813

12.000

11.000

7.549

6.986

6.234

5.108

13.590

12.010

12.000

8.612

6.084

3.294

2.625

2.500

2.180

3.859

2.333

2.500

2.039

4.084

2.802

2.500

2.350

Fuente:FAO., EstadísticasdePesca,1998
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septiembre(B.O.E. número249, de 18 de octubrede 1994), por el que se

establecenlas condicionesde sanidadanimal aplicablesa la puestaen el

mercadode animales y productos de la acuicultura; y el Real Decreto

331/1999de 26 defebrero(B.O.E. número66, de 18 demarzode 1999),que

contieneel conjuntode especificacionesquehande cumplir, en las diversas

fasesde comercializaciónen Espafia, los productos de la pescay de la

acuicultura, tanto de la Unión Europea como de paísesterceros. Según

estableceel articulo 4 del Real Decreto 331/1999: “Todos los productos

pesquerosfrescos, refrigeradoso cocidos, ademásde cumplir con lo

establecidoen el Real Decreto 212/1992 y el Real Decreto 1.437/1992,

deberánllevar en el envaseo embalajecorrespondiente,y en lugar bien

visible,una etiquetacuyasdimensionesinininiashandeserde 14 centímetros

de longitud por 4 centimetrosde altura, en la que en caractereslegibles e

indeleblessecontemplencomominimolassiguientesespecificaciones”:

• Paísde origen

• Categoríadecalibre

• Categoríade frescuray fechaenqueéstasedetermine

• Pesoneto,enkilogramos,paraproductosenvasados

• Nombrecientifico y comercialde la especie

• Formade obtención
• Modo depresentacióny tratamiento

• Expedidor,númerode autorizaciónoficial y domicilio

La exigenciadecontemplaren el etiquetadode losproductospesqueros

el nombrecomercialy cientifico de la especiede quesetrate, hacenecesaria

la existenciade técnicasfiables,rápidas,económicasy objetivasquepermitan

confirmar que el producto envasadocorrespondecon la denominación

comercialy científicaqueapareceenla etiqueta.

Hasta la fecha no se dispone de una única técnicaválida para la

identificaciónde todaslasespeciesde interéscomercial,y no existenmétodos

oficialesparala identificación de dichasespecies.Por ello, en los próximos

años, la investigacióndebehacerposiblela puestaapuntode la metodología

adecuadapara llevar a cabo la identificación correctade las especiesde
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pescadoen productosfrescosy procesados,en los que no se disponede

caracteresanatómicosreconocibles.

11.2. IDENTIFICACIÓN MORFOLÓGICA Y CLASIFICACIÓN

TAXONÓMICA DE SALMÓN ATLÁNTICO (Salmo salar),

TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus ntykiss) Y PALOMETA

(Bramarail)

La taxonomia o estudio de las bases teóricas, principios y

procedimientosqueconducenala clasificaciónnaturalde los peces,surgepor

la necesidaddediferenciarunasespeciesdeotras(Figura2).

11.2.1.CLASIFICACIÓNDE LOS SALMÓNIDOS

La clasificación de los salmónidosha sido objeto de numerosas

discusionesy quizáses uno de los grupostaxonómicosque ha planteado

mayor dificultad a los científicos. En este grupo encuadramosal salmón

atlánticoy a la truchaarcoiris (Blanco, 1994).

Los salmónidospertenecenal ordenSalmonWrmes,que incluye los

siguientessubórdenes:

Orden Salmoí4formes

Suborden Salmonoidd
Argentinoidei
Stomatoidei

Giganturoidei
L?vocoidei

Galaxioldel

El SubordenSalmonoidel comprendetresfamilias:
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Apata

CLASE Osteiclitycs ¡ Chondrichthyes

SUBCLASE Actinoptcrigiosj DipnOOS Crosopterigios

1

ORDEN S.JIROKM’OnNC. JPerc¡formesy 30 órdenesmás

e-

Figura 2. Clasificacióntaxonómicade lospeces(Blanco, 1994).
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Suborden Salmonoidd

Familia Salmonidae
Plecoglossidae

Osmeridae

La familia Salmonidae está representadapor tres subfamilias,

basándoseenlas característicasmorfológicasdeestospeces,en la siniilitud de

su desarrollo embrionario y en su origen poliploide (todas las especies

contemporáneasdeestafamilia sontetraploides,por unadiploidizaciónen su

procesoevolutivo).

Familia . Salmonidae.

Subfamilia &zlnurninue (truchasy salmones)
Coregonmnae(corégonos)
.Lkx~’ ..=!2~L~

Las característicasdiferenciales de la subfaniilia Sahnoninaecon

relación a las otras dos subfamilias, se establecende acuerdo a aspectos

morfológicosy decariotipo.

En la subfamiliaSaltnoninaeseagrupanseisgéneros:

Subfamilia.. Salrnon¡nae

Género Brachymystax
Hucho
Salvelinus
Salmotimus
Oncorhynchus
Salmo
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Las diferencias osteológicas en éstos géneros se refieren,

fundamentalmente,a la configuracióny tamaño de los huesosde la región

etmoidal,la cual seconsideradegranimportanciaen la configuracióncraneal

de los salmónidos,asícomoal huesovómer.Parecequeestascaracterísticas

morfológicaspuedenestarinfluidaspor la alimentacióny por la distanciade

losrecorridosen lasmigracionesoceánicaspararealizarla puesta.

Lasespeciesmotivo de nuestroestudioson el salmónatlántico,que se

distribuye geográficamentealo largo del océanoAtlántico, y la truchaarco

iris que esuna de las truchasdel PacificoNorte. Hasta1988, estatruchase

incluía provisionabnente en el subgéneroParasalmo, dentro del género

Salmo.Pero laAmericanFisheriesSociety‘s Committeon Namesof [‘¡sites

decidió que las truchas nativas de las cuencas del Pacífico-Norte se

encuentrangenéticamentemáscercadel salmóndel Pacifico, Oncorhynchus,

quede lasespeciesSalmodelAtlántico y Europa(comoel salmónatlánticoy

la truchacomún europeaSalmo trullo). Por lo tanto, Oncorhynchuses el

nombregenéricopara designara todaslas truchasnativasde la cuencadel

Pacifico, llamadashastaentoncesSalmo. Dentro del géneroOncorhynchus

encontramos el salmón japonés (Oncorhynchus masou), salmón real

(Oncorhynchus tsawytscha),salmónrojo (Oncorhynchus nerka), salmónketa

(Oncorhynchus keta), salmón rosado (Oncorhynchus gorbuseha),salmón

plateado (Oncorhynchus kisutch) y el salmón amago (Oncorhynchus

rhodurus),entreotros.

El salmón atlántico se caracterizapor tener una boca grande,

alcanzandoo sobrepasandola perperdinculardel centro del ojo; dientes

fuertes; vómer generalmentedentadoy cuerpofusiforme. El salmónjóven

presentade 8 a 10 bandastransversalesazul verdosassobre los flancos,

enlazándoseen el dorsoy con unaseriede manchasrojas intermedias.En el

mar presentadorso gris pizarroso azulado, flancos plateadosy vientre

nacarado.Pequeñasmanchasnegrasredondeadaso estrelladasse observan

sobrelacabezay el cuerpo.Susaletasson grisáceas.Poseeuna aletaadiposa

en el dorsoentrela únicaaletadorsaly la caudal.Durantela reproducción,la
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Pterycombusbrama

Ii úractesasper

BromaraU (Bramo bramo)

Taracásichthyslongipinnis

La palometaes un pez cosmopolita,poco frecuenteen las costas

europeas,exceptoestacionalmenteen Portugal.Es mesopelágicoduranteel

día(hasta400m) y nadaen superficiepor la noche.Se aproxiniaalas costas

parala reproduccion.

Su dorso es grisáceonegruzcoy brillante, los flancosy el vientre

plateados.La región interorbitalesdorada.Lasaletasdorsaly analorladasde

oscuro,mientrasquela aletacaudalfrecuentementeestáorladadeblanco.Su

cuerpoesalto,muy ovaladoy comprimido;el hocicoesmuy corto.Lasaletas

pectoralesmuy largasy lasventralesmuy reducidas.

BramaraU
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11.3.MÉTODOSPARA IDENTIFICAR ESPECIESDE PESCADO

La identificación correctade las especiesde pescadoes importante

porque de ella dependesu valoracióncomercial. Cuandoel pescadoestá

frescoy entero, la identificación se realizamediantela observaciónde sus

característicasmorfológicasexternas,como la forma y coloracióncorporal,

formay disposiciónde las aletasy escamas,detallesde la cabeza,etc. Las

característicasobservadassecomparancon láminasy/o fotograflas,o con los

criteriosdescritosen lasclavesde identificacion.

Enel casodefiletesdepescado,cony sin piel, o productoselaborados

en los que sehayanmodificadolas característicasanatómicasesenciales,la

identificaciónresultacomplejainclusoparalos expertos,especialmentesi se

trata de especiesafines. En estos casos, los criterios morfológicos y

organolépticossoninsuficientesparala identificaciónde lasespecies.

Con el fin de superarlas limitacionesde la identificaciónmorfológica

se han desarrolladootros métodosalternativosque permiten identificar las

especiesdepescadoenproductosprocesados.

Todoslos seresvivos secaracterizanpor la informaciónquecontienen

sus ácidos nucleicos (genoma)y que determinatanto las secuenciasde

aminoácidoscomolosnivelesdesíntesisdesusproteínas.Teniendoencuenta

que los ácidos nucleicos y las proteínas codificadas en ellos son

característicosde cadaespecie,la mayoríade los métodosdesarrolladospara

la identificaciónde especiesde pescadoestánbasadosen el estudiode sus

proteínasode losácidosnucleicos.

Cadaunade estasopcionespresentaventajase inconvenientes,como

semuestraen la Tabla4 (Fergusony col., 1995).

11.3.1.MÉTODOSBASADOS EN EL ANÁLISIS DE PROTEÍNAS

Las proteínasson la expresióndel genomapropio de cadaespeciey

poseen carácter informativo (secuencia aminoacidica), siendo esta

característicala quepermiteestablecerdiferenciasentrelasespecies.

En el músculo de pescadose distinguen tres grupos principales de
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4

Yentajasdelasproteínas

Lasmuestrassepuedenanalizarrápidamente
Costedereactivosrelativamentebajo
Lasproteínastienenunafunciónconocida
Extensasbasesde datosdisponiblesparamuchasespecies

Inconvenientesde lasproteinas

Lasmuestrasdebenserfrescaso congeladasy encontrarseenbuenestado
Se requierengrandescantidadesde muestrasde diversos tejidos, lo que

puederequerirel sacrificiodel animal
Bajo númerodealelospor lotus
Sólo seidentificanproteínasdetectablesmediantetínciónhistoquimica
El análisis de perfiles puede resultardificil, especialmenteen individuos

poliploides

Ventajasdel ADN

Soloseprecisaun tipo demuestray enpequeñacantidad
La amplificación,por PCR,permite el examende pequeñascantidadesde

muestray deespecimenesprocedentesdemuseos
Lasmuestrassepuedenalmacenarenetanolo desecadas
Sedisponedemilesdemarcadorespotenciales
Algunos bel sonmultialélicos
Se puedendetectarmutacionesque no originan cambiosen la movilidad

eleciroforéticade lasproteínas

InconvenientesdelAUN

Análisisrelativamentelento y caro
La sensibilidadde lastécnicasexigeunmanejomuycuidadoso

Fergusony col., 1995
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proteínassegún su función: proteínassarcoplásinicas,miofibrílares y del

tejido conjuntivo.La fracciónde proteinassarcoplásmicases la quepresenta
mayoresvariacionesinterespecíficas,incluso entre especiesestrechamente
relacionadas(Slatteryy Sinclair, 1983; Hoflnann, 1987).Porestemotivoson
las que se utilizan con mayor frecuenciaparala identificación de especies,
tanto en las técnicas electroforéticas como en las inmunológicas y

cromatográticas.Sin embargo,lasproteínassarcoplásmicassedesnaturalizan
por el calor (Dowdiey Biede, 1983; Yowell y Flurkey, 1986),por lo queel
análisis de esta fracción proteica puede resultar inadecuado para la
identificacióndeespeciesenproductossometidosatratamientotérmico.

11.3.1.1.TécnicasElectroforéticas

La electroforesises el métodode análisisde proteínasmásutilizado

parala identificaciónde especiesdepescado(Mackie, 1980; Morrow, 1992).

Estastécnicaspennitensepararlasproteínasenfunciónde supesomolecular

o desucarganeta.

La electroforesisconsisteen separarmoléculascargadas,como las

proteínaso el ADN, en un medio acuoso,bajo la influencia de un campo

eléctricoaplicadoentre un electrodonegativoy otro positivo. El requisito

flmdmnentalparaesaseparaciónesquelas moléculasen estudiotenganuna

cargapositiva o negativaen el pH del tampónseleccionadopara el análisis.

Las moléculascon elevadacarganeta tenderána moversemásrápidamente

que aquéllascon menor carga, y a igualdad de carga, se desplazaránmás

rápidamentelasmoléculasmáspequeñas.Por ello, el desplazamientodepende

de la cargay del tamañodelasmoléculasquesevanaseparar.

Las proteínasson moléculascargadas,pero su carganetadependedel

pH de la soluciónen la queseencuentran,ya queéstedeterminael gradode

ionizacióndesusgruposaminoy carboxilo.Al valor depH en el quela carga

de la proteínaes cerose le conocecomo valor pI o punto isoléctrico,y es

característicodecadaproteína.

Para la identificación de especiesde pescadoy mariscose pueden

utilizar diversastécnicaselectroforéticasdependiendodel tipo de procesado

quehayaexperimentadoel productoanalizado.
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Cuandoel pescadono ha sufrido ningún tratamientoténnico, como

ocurre en los pescadosrefrigeradosy congelados, se utilizan extractos

acuososdel músculopara su identificación.En estecaso sepuedenutilizar

técnicasdeelectroforesisconvencionalen diversossoporteso bientécnicasde
isoelectroenfoquequepermitenalcanzarun mayorpoderde resolución.

En productostratadospor calor, en los que las proteínassolubleshan

sufrido diversosgradosde desnaturalización,existenotrasalternativasparael

análisis electroforético, como la extracción de proteínas termoestables
(parvoalbúminas),la extracción y análisis de proteínas solubilizadascon

detergenteso conurea(Aay col., 1988)e inclusoel análisisde las proteínas

desnaturalizadasy sometidasa un procesode fragmentacióncon bromuro de

cianógenoo conproteasas(Soteloy col., 1993).

La interpretaciónde los perfiles electroforéticosrequierecalcular la

movilidad, el punto isoeléctrico (pI) o el peso molecular de las bandas

obtenidaspor comparacióncon un patrón conocido de proteínas. Para

identificar especiesbasándonosen el análisiselectroforético,es necesario

analizarmuestrasde referenciaen el mismogel quelas muestrasproblema.

Como la comparaciónvisual entrelas bandasno esmuy exacta, se suelen

analizarlos gelespor densitometríapara estimarla cantidadde proteínade
cada banda y su posición en el gel (Hamilton, 1982). A medida que se

desarrollan técnicas más sensibles para la separaciónelectroforéticay

posteriortinción de las proteínas,los perfileselectroforéticosobtenidosson
máscomplejos.Porello, cadavezesmásfrecuenterecurrira la utilizaciónde

analizadoresde imágenesy al registroinformáticode las imágenesobtenidas.
De estaforma sepuedencompararlos patroneselectroforéticosobtenidosen

experimentosdistintos y se facilita la interpretaciónde los resultados

(Tennyson,1996).

11.3.1.1.1.Electroforesísen geles de poliacrílamida con dodecil-sulfato-

sódico(SDS-PAGE)

En la electroforesisconvencional,la separaciónde las proteínastiene
lugar en una solución tampón de pH y fuerzaiónica detenninadas.Si se

realiza en geles de poliacrilamiday en presenciade dodecil sulfato sódico
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(SDS-PAGE),el SDS provocauna carganetanegativaen las proteínase

interaccionacon susregioneshidrofóbicasdividiéndolasen subunidadesque

seseparansegúnsu tamaño.La electroforesisen gelesde poliacrilamidaes

unabuenaherramientaparael análisisde lasproteínasdebidoala flexibilidad

de este soporte, un gel formado por monómeros de acrilamida

CW4SLI-COMI2 y el dímero N,IN ‘-metilenbisacrilaniidacomo agentede

timo». Sin embargo,el manejode la acrilamidarequiereprecaucióndebidoa

sutoxicidady alasdificultadesqueavecesexperimentala polimerizacióndel

gel.

Aa y col. (1988),utilizaronla electroforesisen gelesdepoliacrilainida

con dodecil sulfato sádico (SDS-PAGE)para diferenciar e identificar tres

especiesde langostinos(rosa,Penaeusduorarum;blanco,Penaeusseqíerusy

de roca,Sicyoniabrevírostris) tanto crudoscomococidos.Parala obtención

de los extractosproteicossecomparóla eficaciadevariosdisolventes:agua,

unasoluciónde CINa 0,1 lvi, SDS al l%y unasolución3M de urea En las

muestrasde langostinocrudo, los extractosacuososprodujeron un patrón

electroforéticocaracterísticode cadaespecie.Sin embargo,en las muestras

tratadaspor calor, la cantidaddeproteínasextraídasconaguafue menory no

seobtuvieronperfilesespecíficosdeespecie.El dodedil sulfato sádico(SDS),

mejoróla extraccióny el númerode bandasproteicasobservablesen el gel,

haciendoposiblela identificaciónde los langostinoscocidos.

LatécnicadeSDS-PAGEsehautilizadotambiénparala identificación

de especiesde gádidos (Theragro chalcogrammay tirophycis chuss) en

muestrascrudasy cocinadasy enmuestrasde surinil (Mi y col., 1989a).El

asode SDS o ureaparala extracciónde las proteínasa partir de muestras

cocinadasde pescadoy de muestrasde surimi, permite obtenerperfiles

especie-específicosconlatécnicadeSDS-PAGE.

11.3.1.1.2.Isoelectroenfoque

El isoelectroenfoqueesunatécnicade electroforesisenun gradientede

pH. En estemétodo,lasproteínasmigranatravésdeun campoeléctricohasta

que alcanzanel pH correspondientea su punto isoelécirico. Cuando lo

alcanzan(carganetacero), cesasu migracióny precipitanen bandasmuy
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finas en las que los puntos de isoelectroenfoquepuedendiferir en 0,02

unidadesdepH. Por tanto, en la técnicadel isoelectroenfoque,la separación

dependedelpuntoisoeléctricodelaproteínay no de sucargay tamaño.

Inicialmente,la técnicadel isoelectroenfoqueserealizabaen gelesde

poliacrilamida, con el fin de evitar los fenómenosde electro-endósmosis

asociadosa los gelesde agarosay almidón. Sin embargo,bloqueandolos

gruposcargadosdelos gelesde agarosaesposibleestablecergradientesde pH

apropiadosparaisoelectroenfoque.La resoluciónqueseobtieneen gelesde

agarosamodificadaesequivalentea la obtenidacon gelesde poliacrilamida,

pero la agax-osaofrece algunasventajasen cuanto a manejo, seguridad,

tiempo,rapidezy costeeconómico(Hamilton, 1982).

El isoelectroenfoquetiene un gran poderde resoluciónparaanalizar

muestrasno sometidasatratamientotérmico.Sin embargo,cuandoseanalizan

proteínasmuscularesdesnaturalizadaspor el calor, la electroforesisse debe

realizar en condiciones que permitan separar proteínas extraídas con

detergentesourea.Tambiénsepuedenobtenerperfilesespecíficosdeespecie

a partir de proteínasdesnaturalizadaspor calor si previamentesefragmentan

conproteasaso con compuestoscomoel bromurode cianógeno,querompe

las proteínaspor los residuosde metionina (Gross,1966>. Estosmétodosse

hanutilizadoparaidentificarespeciesdepescadoenproductosenlatadosy en

derivadosdel surimi Sm embargo, los perfiles que se obtienen tras la

fragmentacióncon bromuro de cianógenono permitendiferenciar especies

muy cercanasfilogenéticamentecomo las pertenecientesa las familias de

salmónidoso túnidos(Mackiey col., 1999).

Laird y col. (1982), comprobaronque el isoelectroenfoquees una

técnicaespecialmenteadecuadaparadiferenciarespeciesdepescadoconuna

relaciónfilogenéticamuy cercana,comoel salmónatlánticoy las truchasdel

Pacífico (Oncorhynchus sp.), que son dificiles de diferenciar por

electroforesisconvencional.La resoluciónobtenidapor estosinvestigadores

en gelesdepoliacr¡lanndafue ligeramentemejorquela obtenidaengelesde

agarosa.Otrosmvesúgadoreshanutilizado tambiénel isoelectroenfoqueen

gelesde poliacrilaniidaparadiferenciarespeciescomolos gádidos,merluza,
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Merlucciusmerlucctus; bacalao,Gadusmorhuao eglefino,Gadusaeglefinus,

entre otros (Neti y Rehbein, 1988), pecesplanos, Soleosenegalensisy
Paralichthys isosceles (Gonzálezy col., 1997) (Figura 3), langostinos,

langostinoblanco,rosay de roca (Aa y col., 1989b)y especiesde caviar

americano,europeoy asiático(Cheny col., 1996).

Abramsy col. (1984), estudiaronel efectodel caloren los perfilesde

proteínasdepescadoobtenidospor isoelectroenfoqueengelesdeagarosa.Los

resultadosobtenidosdemostraronqueun calentamientomoderado(60-700C)

no interfería en la identificación de las especiesanalizadas.Tampoco el

escabechadoafectabaa la identificación.

Mi y col. (1989a; 1989b), pusieron a punto una técnica de

isoelectroenfoqueparala diferenciaciónde pescadosy mariscosa partir de

muestrascrudasy tratadaspor calor. Los mejoresresultadosse obtenían

utilizandogelesdepoliacrilamidaconurea.

Algunos de los inconvenientesde la utilización de poliacrilamida se

puedenevitar utilizando geles preparadoscomercialmentey equipos de

electroforesisautomatizadoscomo el Phastsyste&’ (Pharmacia,Uppsala,

Suecia).Merchantey Ortin (1993),diferenciaronsalmón,trucha,atún fresco

y diversosgádidosfrescospor isoelectroenfoque(¡EF> en Phastsystemw,

obteniendobandasespecificasengelesdepoliacrilaniidacon un gradientede

pH de3-9.

En generalpuede afinnarseque el isoeleclroenfoquees la técnica

electroforéticamás utilizada en la diferenciaciónde especiesde pescado,

sobre todo cuando se analizan productos sometidosa algún tratamiento

tecnológicoque pueda desnaturalizarlas proteínas.No obstante,conviene

tener en cuentaque para su realización es preciso disponer del equipo

instrumentaladecuadoy quelos reactivosy aparatosqueseutilizan soncaros.
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11.3.1.1.3.Electroforesisengradientedegel

La electroforesisen gradientede gel es una técnicaque utiliza geles

que contienenun gradientede concentraciónde poliacrilamida,en los cuales
las moléculascargadasse separanesencialmentepor el tamaño.El gel actúa

como una criba molecular.Estatécnicafúe aplicadapor Manusuy Wrigley

(1985), para identificar filetes de pescadode 42 especiesdistintas(sardina,

truchaarcoiris, etc,). Los mejoresresultadosseobtuvieroncon gradientesdel

3-40%.

11.3.1. 1.4. Electroforesiscapilar

La electroforesiscapilaresunatécnicaquehaexperimentadoun rápido

desarrollodesdelos años80, debidoa que permiteanalizarsimultáneamente

moléculasde distintanaturalezaquímica(vitaminas, azúcares,aminoácidos,

péptidos,proteínas,polifenoles,etc.) presentesen una mismamuestra.En los

alimentos,prácticamentetodos suscomponentes,a excepciónde los lípidos,

sepuedenanalizarpor electroforesiscapilar (Cancalon,1995a, 1995b). Esta
técnicautiliza como soporteun capilar de sílice fundido de 50-250 jan de

diámetroque se rellenacon un tampóny sesometea un campoeléctricode
hasta30 KV. Bajo estascondiciones,los cationesde la muestramigranhacia

el cátodoen funcióndesu relacióncarga/masa.Además,debidoa la presencia
de grupos ionizados en la superficie del capilar se genera un flujo

electroosmótico(EOF), es decir, un desplazamientodel tampón de relleno
haciael cátodo.Como resultadoseproduceun pico de moléculasneutrasque

migran transportadaspor el EOF, mientrasque cadamoléculanegativa se
muevehaciael cátodoa una velocidaddetenuñiadapor la diferenciaentreel

flujo electroasmóticoy suatracciónanódica.

La ventajade estemétodocon respectoa las otrastécnicasde análisis

esquepermitedetectary cuantificarsimultáneamentediferentesmoléculasya
queel equipoestádotadodeun sistemaqueeliminael tampónderellenodela

columnay lo reemplazapor otro de forma automática,permitiendoanalizar
los diferentescomponentesde unamuestrasin necesidadde incrementarel

númerodemanipulaciones.Otrasventajasde estemétodoson la rapidezdel

análisis, que puede efectuarseen menos de 10 minutos, aunque se ha
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establecidoun tiempomediode 20 minutos(sólo serequierenintervalosde 3

minutos para el lavado y reequilibradode la columna, entre dos análisis

consecutivos)y el pequeñovolumen de tampón requerido~ A pesarde que
inicialmentea estatécnicasele atribuíafalta desensibilidad,esteproblemase

estásubsanandoen la actualidadmediantela introducciónde mejorasen los

sistemasde detección.

LeBlancy col. (1994),utilizaronuna técnicade electroforesiscapilar

para obtener perfiles específicos de especie a partir de proteínas
sarcoplásmicasde tres especiesde bacalao (Gadus morhua, Ophiodon

elongatus y Gadus macrocephalus)y del abadejo del norte (Pollachius

virens,). El tiempo necesanopara la separaciónde las proteínasfue de 9

minutos a un pH óptimo de 7,4 y utilizando un tampónde elevadafuerza

iónica(Figura4).

Gallardo y col. (1995), consiguieron identificar ocho especiesde

pescadosplanosutilizandoelectroforesiscapilar. Los extractosacuososde las
distintasmuestras,que contienenlas proteínassarcoplásnúcas,se separaban

bajo la accióndeun campoeléctricoy erandetectadaspor luz Uy enmenos
de 35 minutos. Los perfilesde las proteínasresultaronser específicospara

cadaespecie.

11.3.1.2.MétodosCromatográficos

En losúltimosañossehanpublicadodiversostrabajosqueproponenla
identificaciónde especiesde pescadomedianteel análisiscromatográficode

susproteínas.La técnicamás empleadaes la cromatografialíquida de alta

resolución(HPLC) utilizando columnasde fasereversaparala separaciónde

proteínassolubles,seguidade la deteccióncon luz ultravioletade los picos

eluidos,

La técnicade HPLC enfasereversaseparalasmoléculasen funciónde

suhidrofobicidady esespecialmenteadecuadaparael análisisde proteínasde

bajo pesomolecular(< 50 RDa), péptidos,aminoácidosy otros compuestos

orgánicosdepequeñotamaño.
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Figura 4. Electroferograinas de los perfiles
de bacalaofresco (Gadusmorhua,
macrocephalus)y abadejo del
obtenidos mediante la técnica
(LeBlancy col., 1994).
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Osmany col. (1987), aplicaronestatécnicaparaidentificar muestras

pertenecientesa31 especiesde pescadocrudo, congeladoy tratadopor calor,
entrelasqueseencuentranla truchaarcoiris, la caballa,la carpa,el bacalaoo

el pez espada,entreotros. Con las muestrasde pescadofrescoy congelado

consiguieronlos mismosperfilesespecíficosparacadaespecie.Sin embargo,

las mismasmuestrasdepescadosometidasadiferentestratamientosténnicos

(1000(2? ó l2lNi? durante 5 o 15 minutos) dieron lugar a cromatogramas

significativamentediferentesde los de las muestrasde pescadofrescaso

congeladas,porlo queestatécnicano resultaadecuadaparala identificación

demuestrasdepescadotratadaspor calor.

La técnicadeHIPLC enfasereversafíe utilizadapor Armstrongy col.

(1992), para la identificación de 15 especiesde pescado.Los resultados

obtenidosson aplicablesparala identificación de muestrascrudas,tratadas

conradiacionesionizantes,o desecadasavacíoatemperaturaambiente.

11.3.1.3.MétodosInmunológicos

Lastécnicasinmunológicasconsistenen la visualizaciónobjetivade la

reacciónquetienelugarentreun antigenoy sucorrespondienteanticuerpo.La

aplicaciónde estastécnicasa la detecciónde plaguicidas,microorganismos,

toxinasy otros componentesde los alimentos,estáadquiriendo cadadía

mayor importancia debido a las ventajasque aportanfrente a los métodos

convencionales.Su sensibilidad,especificidad,rapidezy bajo costelas hacen

especialmenteútiles para el análisis de los alimentos(Samarajeeway col.,

1991).

Las técnicasinmnunológicassediferenciande otrastécnicasanalíticas

en que la alta tecnologíaresideen las moléculasreactivas(anticuerpos)en

lugar de en su soporteinstrumental.Las principalesventajasconrespectoa

técnicasinstrumentales,como las cromatográficasy las electroforéticas,

incluyenla utilizaciónde cantidadesmínimasde muestra,el reducidotiempo

de análisisy lautilizaciónde instrumentalpococomplejo.

Existenen el mercadoy en la bibliografla numerosasaplicacionesde

lastécnicasininunológicasparala identificacióny cuantificacióndeespecies
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animalesen mezclas cárnicasy en productos lácteos, así como para la

detecciónde proteínasvegetalesen alimentosde origenanñnal (Hernándezy
col., 1994). Sin embargo,las aplicacionesde las técnicasimnunológicasa la

identificaciónde especiesde pescadoson másreducidas,quizásdebido al

elevadonúmero de especiesque se comercializany a su estrecharelación
filogenéticaen algunoscasos.

Los métodosinmunológicosque se han aplicadoa la identificaciónde

especiesen productospesquerosincluyen las técnicasde imnunodifusiónen
geles de agar, inmunoelectroforesis, técnicas inmunoenzimáticas e

immunodoting.

11.3.1.3.1.lnmunodgusióndobleen geles de agar

En estatécnica,el antígenoy el anticuerpose depositanen los pocillos
cortadosen un gel deagary difundenel uno haciael otro a travésdel gel. Si

existecorrespondenciaentreellos, fonnancomplejosantígeno-anticuerpoque
precipitan,formandounalíneaopacaen la regióndondeseencuentran.

Oberst y col. (1996), utilizaron anticuerpospoliclonales frente a

parvoalbúminasde Tilapía guineensíspara diferenciar por la técnica de
inimunodifi¡sión doble en gelesde agar y otrastécnicasinmunológicas,tres

especiesde Tilapía (Tilapiagtaneens¡s,Tilapiadagetiy Tilaptazilli). A pesar
de queel inmunosueroproducíabandasde precipitaciónfrentea los extractos

proteicosde lastresespecies,lasbandasproducidasse situabanenposiciones

distintas según la especiede Edapia, lo que indica que los anticuerpos

reaccionabancon determinantesantigénicos diferentes en cada especie

analizada.

Domínguezy col. (1997),utilizaron la técnicade inmunodifusióndoble

para diferenciar filetes frescos de halibut (H¡ppog¡ossush¿ppoglossus>y

lenguado (Solea solea). Los anticuerpos policlonales obtenidos por

inmunización de conejos con proteínassolubles del halibut, presentaban

reaccionescruzadascon el extracto proteico del lenguado.Paraconseguir

anticuerposespecíficos de especie, los anticuerposresponsablesde las
reaccionescruzadasse eliminaron por inxnunoadsorcíóncon un polímero
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insolublede proteínasde lenguado.La inmunoadsorciónconsiguióreducir las

reaccionescruzadas,perotambiéndisminuyóel título del suero.

11.3.1.3.2.inmunoelectroforesis

Esta técnica consiste en separarelectroforéticamenteen un gel de

agarosao de acrilamida proteínas presentesen una mezcla compleja.

Posteriormentesecortalongitudinalmenteen el gel un canaldondese añade

el anticuerpo.La difusióndel antígenoy el anticuerpoda lugara la formación

de tantosarcosdeprecipitacióncomoreaccionesantígeno-anticuerpodistintas

seproduzcan.

En 1996, Oberst y col., utilizaron la inmunoelectroforesispara

diferenciartres especiesde Tílapia (E dagetí,E. guzneensisy 27 z1114>. Los
resultadosobtenidospor inmunoelectroforesisfueronsimilaresa los descritos

en la técnicade inmunodifusióndoble,produciendobandasespecíficaspara

cadaespecieanalizada.El sueroobtenidofrente a parvoalbúniinasde Tílapia

gurneensisreaccionabacon lasproteínasde lasdemásespecies,aunqueno se

observaron las mismas bandas en geles de agarosa que en los de

poliacrilamida. Es decir, parvoalbúnúnascon propiedadesantigénicas

comunesteniandiferentecomportamientoelectroforético.

11.3.1.3.3. Técnicas inmunoenzímátícas ELISA (Enzyme-Línked

ImmunosorbentAssay)

Las técnicasinmunoenzimáticas(ELISA), constituyenen la actualidad

las técnicas inmunológicas más ampliamente utilizadas. Estas técnicas

empleanmarcadoresenzimáticospara la deteccióny amplificaciónde las

reaccionesantígeno-anticuerpo.Las técnicasde conjugaciónpara marcarlos
antígenosy los anticuerposcon una enzima debenpermitir mantener la

actividadtanto de la enzimacomo del anticuerpoo antígenoconjugados.La

degradaciónpor la enzima de un sustratoadecuadoproduce una reacción

colorimétricaquepermitecuantificarlasreaccionesantígeno-anticuerpo.

El empleo de enzimas como sustancias marcadoras en los

inxnunoensayosfue introducidopor Engvall y Perlinann(1971). Las enzimas
presentanciertasventajascon respectoa otras sustanciasmarcadoras,como
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son su disponibilidaden fonnasaltamentepwificadas,sencillezde manejo,

estabilidadalo largo del tiempo,bajo costey facilidad deacoplamientoa las

proteínasLas enzimasque seutilizan con mayor frecuenciaen las técnicas

inmunoenzimáticasson la peroxidasade rábanoy la fosfatasaalcalina. Los

sustratossolublesmáscomunesparala peroxidasason: la o-.fenilendianiina

(OPD),el ácido sulfónicode la 2,2’azinobis-(3 etil-benzotiazolina)(ABTS) y

la tetrametilbenzidina(TiME). El susiratosolublemásusadoparala fosfatasa

alcalinaeselp-nitrofenil fosfato(pNPP).

En las técnicasde ELISA, uno de los dos elementosde la reacción

imnunológica(antígeno o anticuerpo), se une por enlaceshidrofóbicos o

enlacescovalentesa una fase sólida (j>oliestireno, polivinilo, nylon, vidrio,
nitrocelulosa,sílice,poliacrilamidao agarosa).Cuandose empleaagarosao

poliacrilarnidacomo fasesólida, la separaciónentrelos complejosantígeno-

anticuerpoy los antígenosy anticuerposlibres, se realizapor filtración o

centiifugación.Cuandola fase sólida es una membranade nitrocelulosao

nylon hablamosdel immunodoting.El formato de fase sólida que se ha

empleadocon mayor frecuenciaesunaplacade poliestirenode 96 pocillos.

En este caso, la separaciónentre los complejosantígeno-anticuerpoy los

antígenosy anticuerposlibresserealizaporlavadossucesivos.

Diversosfactoresdeterminanel formato deELISA másapropiadopara

el desarrollode unaaplicaciónespecifictEstosincluyen: la muestraobjeto

del análisis (tipo y cantidad), el tiempo disponible para efectuar cada

determinación,el grado de exactitud requeridoy los mediosmaterialesy

humanosdisponibles(infraestructura,equiposdeanálisisy especializaciónde

lostécnicos).

Los formatosde ELISA puedenser competitivos,cuandose utilizan

cantidadeslimitadasdeantígenoo anticuerpo,o no competitivos,cuandolos

anticuerposo los antígenosse incorporanen exceso(Gosling, 1990). Los

formatos de ELISA más utilizados son el ELISA indirecto, el ELISA
competitivoy el ELISA sandwich.

La técnica del immunodoting es una técnica inmunoenzinjática

cualitativa que utiliza como soporte una membrana, generalmentede
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nitrocelulosa.Los extractosantigénicosquesedeseananalizarsedepositanen

la membranaen forma de gotay, trasun periodode incubacióny un lavado

para eliminar el exceso de antígeno, se añade el suero especifico. A

continuación,selava la membranapara eliminar los anticuerposno unidosa

los antígenosy se incorporaun segundoanticuerpo que reconocecomo

antígenoal anteriory queestáconjugadoconunaenzima.Cuandoseañadeel

sustrato,que en este caso debe producir un precipitado de color al ser

degradadopor la enzima,seapreciaunamanchacoloreadaen los lugaresen

quesehaproducidola reacciónantígeno-anticuerpo.

En los últimos añosse hanpublicadovariostrabajosqueutilizan las

técnicasinmunoenzímáticasparala identificacióndeespeciesenproductosde

la pescay susderivados,aunquesu número es muy inferior a los que se

refierenaproductoscárnicosy lácteos(Hernándezy col., 1994; Anguitay

col., 1997; Haza y col., 1997). En algunos casosse utilizan anticuerpos

policlonales obtenidos frente a proteínassolubles en estado nativo o

desnaturalizadaspor calor, mientrasqueenotroscasosseutilizan anticuerpos

monoclonalesfrenteaproteínasespecificas.

Lundstrom (1984), utilizó anticuerpos¡nonoclonalesfrente a las

proteínassolublesextraídasdepescadostratadospor calor. Sin embargo,los

anticuerposobtenidosmostrabanreaccionescruzadasconnumerosasespecies

de pescado.

An y col. (1990), obtuvieronanticuerposmonoclonalesfrente a una

proteínatermoestableespecíficadel langostinode roca(S¡cyoníabrevírostris)

denominadaproteínaM. Utilizandoestosanticuerposy las técnicasde ELISA

e immunodotingdiferenciaronel langostino de roca de otros 23 productos

entre los que se incluían carnes, pescados y mariscos frescos y

desnaturalizadospor el calor. La técnicade ELISA desarrolladapermitió

detectarhasta4,3 ng de las proteínasdel langostinode rocaenmezclascon

productos marinosy cárnicos. Verrez-Bagnisy Escriche-Roberto(1993),

abordaronla deteccióndecarnedecangrejo(Chinoecetesopilio) enderivados

del surixni. Estasinvestigadorasobtuvieronanticuerpospoliclonalesutilizando

comommunógenounaproteínacomercialpurificada,la argininaquinasade la
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langosta,que se encuentraen los tejidos de los invertebradosy no en los

vertebrados.Los anticuerposobtenidosreconocíanalasmuestrasde carnede

cangrejo;sin embargodieronunarespuestamuy débil frentea los extractosde

moluscos analizados (vieira, J>ecíen maximus; calamar, Omnastrephes

saginatusy lapa, Patella vulgata). Al analizarmuestrasde surimi que no

contenían cangrejo, obtuvieron resultados negativos, mientras que en

preparacionesde sur¡mi suplementadascon carne de cangrejo existía una

correlaciónentre la canúdadde cangrejoañadidoy el nivel de respuesta

inmunológicaobtenido.La sensibilidadde las técnicasde ELISA indirectoy

de inunumodoiingdesarrolladasen dichotrabajopermitíadetectarde 10-25 g

de carne de cangrejopor kilogramo de producto, incluso despuésde un

procesodeesterilizacióntérmica.

La utilización de proteínasespecíficascomo mmunógenopara la

obtencióndeanticuerposmonoclonalesfue utilizadapor }Iuang y col. (1995),

paraidentificar especiesdel géneroLutjanus en mezclascon otros pescados,

mariscos y carnes. Estos investigadores obtuvieron dos anticuerpos

monoclonalesfrente a la proteínaa de Lutianuscampechanus.El anticuerpo

CíCI mostróreaccionescruzadasconotrasespeciesdelgéneroLid/amispero

no frente a otros géneros,por lo que seutilizó paradesarrollartécnicasde

ELISA e immunodotíngpara diferenciarestegénerode otras36 especiesde

pecesy de animalesde abasto.El otro anticuerpomonoclonal,C2A2, no

presentóreactividadcruzadacon el resto de las especiesde Luijanus y se

utilizó paradiferenciarLutianuscampechanusde lasotrascuatroespeciesdel

géneroanalizadas.

Taylor y col. (1994a), trataron de identificar mediantetécnicasde

ELISA indirecto y competitivo varias especiesde pescadoen productos

enlatados. En este estudio obtuvieron anticuerpospoliclonales frente a

extractosde proteínassolublesde sardinas(Clupeaplichardus) enlatadas,

paradiferenciarlasdeotrasespeciescomoel arenque(Clupeaharengus)o la

caballa (Scomberscombrus).Las reaccionescruzadasde los inmunosueros
con otrasespeciesseredujeronconsiderablementemedianteinmunoadsorción

de los anticuerposcon extractosantigénicosde las especiesde interés.Sin
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embargo,estosinvestigadoresno consiguierondiferenciarel bonito de varias

especiesde túnidos,debidoa quelasreaccionescruzadasdelos inmunosueros

obtenidoserandemasiadointensasy no seeliminabanporinmunoadsorción.

Domínguezy col. (1997), aplicaron la técnicade immunodotíngpara

detectarla sustituciónde halibut por ifietes de lenguadoy para diferenciar

entre bacalaoahumadoy anguila turnada(Anguila anguila). Paraello,
utilizaron inniunosuerosobtenidosfrentea proteínashidrosolublesde halibut

crudo y de bacalaoahumado.El inmunosuerofrente a las proteínasdel

bacalaono mostróreaccionescruzadascon lasproteínasde la anguila.Por el
contrario,el inmunosueroobtenidofrente a lasproteínasdelhalibutreconocía

tambiéna las proteínasde lenguado.Las reaccionescruzadasse eliminaron

medianteadsorcióndel ininunosueroanti-halibutconproteínasde lenguado.

11.3.2.MÉTODOSGENÉTICOS

El avanceexperimentadoen las últimas décadaspor las técnicasde

biologíamolecularha permitidoanalizarlas secuenciasde nucicótidosde los
ácidosnucleicosde diferentesorganismose identificar marcadoresgenéticos

que permitieran estudiarla evolución y las migracionesde determinadas

especiesmarinas.El diseñode estosmarcadoresgenéticossehabasadoen el

análisisdel ADN, primeroen el mitocondrial(ADNmt) y posteriormenteenel
nuclear (ADNn). Algunas de las principales ventajasde la utilización de

marcadoresgenéticosen la identificacióndeespeciesson:

• La cantidadde muestrarequeridaparael análisisesmínima.Paraobtener

unacantidadsuficientede ADN de elevadopesomolecularse necesitan

aproximadamente100 mg de tejido (hígado,músculoesquelético,sangre,

etc.), cantidadpequeñasi la comparamoscon la necesariapara extraer
proteínas.

• El ADN es el mismo en todaslas célulasde un organismo,mientrasque
lasproteínaspuedenvariarde unamuestraa otra.

e Existennumerososmarcadoresgenéticospotenciales.



Introducción 43

• Se pueden identificar mutacionesque no conllevan cambios en la

movilidad electroforéticade las proteínasy que, en consecuencia,no

podríanponersede manifiestomedianteel análisiselectroforéticode las

mismas.

• El ADN es unamoléculamuy estable,hastael punto de que se pueden

extraerfragmentosespecíficosdeespecieapartirdemuestrasdetejidosde

anunalesdesaparecidos,procedentesde museos(NAbo y col., 1988,

1989).

La infonnacióngenéticadisponible sobrelos organismosacuáticoses

muy escasasi se comparacon la contenidaen las basesde datossobre el

hombreu otrosanimalessuperiores.Sin embargo,enel casodepecescomoel

atún (Thunnusthynnus)o el salmón se disponede abundanteinformación,

debidoasuinterésfilogenéticoy comercial(Bartletty Davidson,1991, 1992;

Block y col., 1993; Camegie, 1994; Russell y Carnegie, 1994; Chow y

Ushiama, 1995; Alvarado Bremer y col., 1997; Mj0lnerod y col., 1997;

Hanseny Mensberg,1998;Quinteiroy col., 1998;Pérezy col., 1999).

El genomamitocondrial

El ADN mitocondiial(ADNmt) presentavariasdiferenciasconel ADN

nuclear(ADNn) que resultaninteresantesparael estudiode la evoluciónde

lasespecies.Algunasdesuscaracterísticasmásrelevantesson:

• Es mucho máspequeñoque el ADN nuclear (aproximadamentecinco

órdenesdemagnitud).

• Evolucionamásrápidamente.

• CadacélulacontienemuchascopiasdelADNmt (frenteaunao doscopias

del ADNn).

• No contieneintrones.

• El ADNmt anñnaleshaploidey no recombinante(Horaky col., 1974). Su

transmisiónala descendenciaserealizaexclusivamentepor víamaterna,

por lo queencadacélulaseencuentraun únicotipo de ADN mitocondrial,
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aunqueexisten casosde heteroplasmnia(presenciade más de un tipo de

ADNmt enunacélula) (Hoehy col., 1991).

El genomamitocondrial de los animalesconsisteen unamoléculade

ADN pequeña, de doble cadenay circular (excepto en Hydra y en

Paramec¡umque es lineal) de la que seencuentranmúltiplescopiasen cada

niitocondria. El tamaño del genoma mitocondrial animal es de
aproximadamente16.500±500 paresde bases(pb), y aunquesu tamañono

sigue unadistribución filogenéticadeterminada,sueleseralgo menoren los

vertebrados(Brown, 1985). Por el momentoson escasoslos animalesde los

que se ha secuenciadoel ADN niitocondríal completo.De ellos, el genoma

mitocondrialde mayortamañoque sehaencontradoesel de la vieira, Pecten

maximus(> 39,3 Kpb) que ademáspresentagran variabilidadintraespecífica.

En los peces, las diferenciasen el tamaño dentro de una misma especie

puedensertangandescomoentreespeciesdistintas(Moritz y col., 1987).

El ADN mitocondrial de los animales comprende 13 genes que
codificanproteínas,2 genesque codifican ARNs ribosómicos(los genes12S

y 16S ARNr), 22 genesquecodificanARNs detransferenciay unaregión que

no codifica proteínas,denominadaregióncontrol en losvertebrados,en la que

seencuentranlos lugaresde iniciaciónparala replicacióndel AiDNnit y para

la transcripcióndel ARN (Figura5).

Los genesmitocondrialescodifican enzimasque intervienen en la

cadenatransportadorade electrones.Seincluyensiete subunidadesde NADH

deshidrogenasa(NDl, 2, 3, 4, 4L, 5, 6), el citocroniob, tres subunidadesdela

citocromo oxidasa(CO 1, II, III) y dos subunidadesde la ATP sintetasa
(ATPasa6 y 8), aunqueen algunasocasionesel gen ATPasa 8 no está

presente. El resto de las proteínas necesariaspara el flmcionamiento
bioquímico de la mitocondria proceden del citoplasma celular.

Aparentemente,el genoma mitocondrial actual es el resultado de una
simplificación del ADN mitocondrial primitivo, más complejo, a partir del

cualsehaproducidounatransferenciaprogresivadegenesal núcleocelular.

Lasdoscadenasdel genomamitocondrialsedenominan“L” (ligera)y

“II” (pesada>.Estosnombressedebena lasmarcadasdiferenciasexistentesen
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Figura 5. ADN mitocondrial de los peces. Se indican los orígenesde
replicaciónde las cadenasH- y L-. El origen de replicaciánde la

cadenaH se encuentraen la región de control, el de la L en el
grupo de genes YCNAW del ARNt. Los genesdel ARN de
transferenciasemuestranen color azul. La mayoríade los genes
del ARNt y todaslasproteínas,exceptola ND6, estáncodificados
en la cadenaH, los quesecodificanporla cadenaL semuestranen
la parteexternadel circulo (Meyer, 1993).
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el contenidode G+T de las dos hebrasdel ADNmt de los vertebrados,que

determinanun comportamientodiferentede ambascadenasen los gradientes

de CsCl2. De los 37 genesestructuralesque comprendeel ADNmt de los
vertebrados,sólo la proteínaNT) 6 y ocho ARNt, estáncodificadospor la

cadenaligera, mientrasqueel restose codificanenla cadenapesada.

Inicialmente se pensó que el ADNmt era una molécula muy
conservada,puesto que codifica proteínas que desempeñanfunciones
crucialesen el metabolismocelular. Sin embargo,se ha comprobadoque la
evolución en el ADNmt es mucho más rápida que en el nuclear. La
divergenciaenposicionessilentesde los genesmitocondrialesque codifican
proteínasesde aproximadamenteun 10%cadamillón deaños,diezvecesmás
que en los genesnuclearesque codifcan proteínas. La tasa media de
evolucióndelADNmt completoesde 0,5-1%cadamillón de años.La tasade
sustitucionessilentes,principalmentetransiciones(cambiosdeunapurinapor
otra o de una pirimidina por otra) es de 4-6 veces mayor que la de
sustitucionesquedeterminancambiosde aminoácidos.Sin embargo,si en las

especies estrechamente relacionadas sólo se tienen en cuenta las
trausversiones(cambiosde una purinapor pirixuidina o viceversa)ignorando
las transiciones,la tasade evolucióndel ADNmt essimilar a la del nuclear.
No todos los genesmitocondrialesacumulanmutacionescon la misma
velocidad. Genesque codifican proteínas,corno COl, II, III y citocromob

evolucionanmás lentamentey en ellos las transicionesson mucho más
frecuentesque las trausversiones.En los genesque codifican proteínasson
muypoco frecuenteslas delecionesy adicionesde nucleótidos,que abundan
másen la regiónde control y en los espaciosintergénicos,aunquetambiénse
encuentranen los genesque codifican los AI{N de transferenciay ARN
ribosóniicos.

Conviene señalar que el código genético mitocondrial es más

degeneradoque el código genético universal del núcleo de las células

cucariotas.Además,el códigogenéticomitocondrialno es idénticoen todas

las especies sino que existen ligeras diferencias entre vertebrados,

equinodermosy Drosophda,por ejemplo.Las diferenciasmásnotablesentre
los códigosgenéticosmitocondrialy nuclearde los vertebrados,incluyen la

utilización del codón TGA como triptófano en lugar de ser codón de
tenninacióny la utilización de ATA como metioninaen lugar de isoleucina
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(Meyer, 1993). Asimismo, es frecuenteque algunosgenesmitocondriales

carezcandeun codónde terminacióncompleto&or ejemploTAA) y terminan

simplementeen T o en TA. Este código genético simplificado requierela
presenciade un númeromenorde tipos de ARNt. De hecho,normalmentese

suelenencontrarsólo 22 tipos deARNt en la ¡nitocondriaen lugar de los 24

que seríanprecisos,lo cual puededebersea que los codonesAGAIG no se

utilizan comoargininasino como codonesde terminaciónen los mamíferosy

enlos anfibios.

La secuenciamáscompletade ADN mitocondrialde pecesde que se

disponeesdel bacalao(Johanseny col., 1990)y de la truchaarcoiris (número
de accesoL29771, Genbank>,El ordenen que se encuentranlos genesdel

ADNmt del bacalaocoincide con el de los demásvertebrados.De fonna

similar sucedeen el salmónatlántico, como comprobaronDavidsony col.
(1989), que construyeronun mapa de su ADN zuitocondrial medianteel

análisisde los fragmentosobtenidosconenzimasde restricción.Conclusiones

similares se puedenextraerde los estudiosde restricción y secuenciación
parcial realizados en carpas (Araya y col., 1984) y en especies de

Qncorhynchus(Thomasy Beckenbach,1989). Estosy otros estudioshacen
pensarquela estructuradel genomamitocondrialde lospecesno difiere de la

estructuraconsensode los vertebrados(Araya y col., 1984; Moritz y col.,

1987).

El orden de los genesmitocondrialesvaría ligeramente entre los

vertebrados,aunquelas diferenciasmáscomunessedebena transposiciones

de los genesque codifican los ARNí. La distribuciónde los genesARNt entre

los genesque codifican proteínassugiereque su estructurasecundariaactúa

como si hieransignos de puntuacióndurante la transcripción. De hecho,

cuandodosgenesque codifican proteínasson contiguosy no separadospor

ARNt (comoocurre entrelos genesATPasa6 — COIII), en la zona de unión

de ambosgenesexisteunaregiónquepuedeformar una estructurasecundaria
establede horquilla, similar a la estructurasecundariade buclesque poseeel

ARNt (Thomasy Beckenbach,1989).
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Métodospara el análisisdelADN

Son dos las principales estrategiasque se pueden seguir para la

caracterizacióne identificación del ADN. Una posibilidades la hibridación
del ADN aislado con sondas de ADN que incluyen secuenciasdiana

especificasde la especieobjeto de estudio. Los métodosde amplificación

enzimáticos,como la reacciónen cadenade la polimerasa(PCR), también
estánbasadosen la hibridación del ADN con sondasespecíficas,aunquese

diferenciande los primerosen que se utiliza más de una sonday en que

permitenmejorarla especificidady sensibilidadde los ensayos.

El análisisde los fragmentosde ADN amplificadoso no, se puede

completarcon la secuenciaciónde la cadenade nucleótidosy sucomparación

con las secuenciasdisponiblesen las basesde datos para comprobarsu

identidad.Estemétodoescaroy laborioso. Paraello sesuelenutilizar genes

que codifican proteínas,aunquesólo el 1% del genomade los mamíferos
cumpleesterequisito.

El análisisde regionesdel ADN queno codifican proteínasofreceotras

posibilidades,comola identificaciónde elementosrepetitivosespecíficoso el

estudiodel polimorfismo del ADN amplificado al azar (RAPD), que están

experimentandoun gran auge en los últimos años(Willimns y col., 1990;
O’Reilly y Wrigth, 1995; Bielawski y Pumo, 1997; Goodiery Davidson,

1998;Koh ycol., 1998;Naishy Skibinski, 1998).

11.3.2.1.Estudiosde hibridación

Existenvariasfonnasdeanalizarlasdiferenciasentrelas secuenciasde

nucleótidosde varias especies.Una de ellas se basaen el principio de la

hibridación, donde una secuenciapredeterminadase utiliza como sondapara
encontrarla mismasecuenciaenmuestrasproblema.

Unasondade ADN esunasecuenciacortadenucleótidosqueseunea

regionescomplementariasde un blanco o diana, permitiendolocalizar una

secuencia homóloga de ADN en una muestra compleja. La

complementariedadentre los nucleótidosdeterminala hibridación de una
sonda con su ADN específico. Paradesarrollaruna sonda de ADN es
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necesario identificar una secuenciaespecífica de nucleátidos, aislarla,
reproducirlaymarcaríaconun compuestoquepermitadeterminarsi hatenido

lugar la hibridacióncon el ADN diana(Tenover,1988). Los marcadoresmás

utilizados son los radioisótopos32P, ~S, 3H, 1251 y ‘4C, aunquetambién

pueden emplearseenzimas como la peroxidasade rábano, la fosfatasa

alcalina, compuestosfluorescentes,el complejo avidina-biotinao el hapteno

digoxigenina(Doveyy Towner, 1989).

Lassondasgénicaspuedenobtenersepor variosprocedimientos:

• Mediante síntesis química de los oligonucleótidos,para lo cual es

necesarioconocerla secuenciade nucleótidosdelADN del organismoa

investigar.

• Extrayendoel ADN de las célulasy fragmentándolocon enzunasde

restricción,paraque al menosalgunode ellos contengala secuenciade

basesquele confieraespecificidad.

A continuación,y conel fm de reproduciresasecuencia,se insertanlos

fragmentosenun vectorplasmídicoquefavorezcala donacióny propagación.

Despuésde otro tratamientocon endonucleasasy de la separaciónde los

fragmentospor electroforesis, éstos se marcan en un extremo (marcaje

terminal) o a lo largo de toda la cadena con la molécula elegida. La

hibridaciónde la sondamarcadaconun ADN problemaseponede manifiesto

por auto-radiografia,colorimetríao detecciónde fluorescencia,dependiendo

del compuestoempleado como marcaje (Leigliton-Jones, 1991; Wolcott,
1991).

Para la identificación de especiesse puedenutilizar como sondas,

secuenciasdenucleótidosespecificasde especie.Sin embargo,lo mássencillo

esutilizarcomo sondaADN nucleartotalde la especiede referencia,marcado

con un compuestoadecuado(radioactivoo no). El ADN de las muestras

problema,desnaturalizadopor calor o por tratamientoalcalino, se fija a una

membranade nylon y se incubacon la sonda. La sondamarcadase unirá

solamente al ADN de las muestras problema que reconozca como

complemetario.Esta técnica, denominada<Lot blot, se ha utilizado para la
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identificaciónde carnesde cerdo,vacuno,cabra,ovejay poíío, tanto crudas

como sometidasa tratamientotérmico(Chilumi y col., 1990; Winter$ y col.,

1990; Ebbeh$j y Thomsen, 1991a, 1991b). Sin embargo, la presenciade
reaccionescruzadasde las sondascon el ADN de especiesmuy cercanas

filogenéticanaente(como ocurre entre los rumiantes), puede limitar la

aplicaciónde estatécnica. Cuandono se producenreaccionescruzadas,los
límites de detecciónpuedenllegaral 0,1% de la especieanalizadaenmezclas

con otrasespecies,aunquepor lo generalno esposiblela cuantificación.Una

de las ventajasde esta técnica es que es muy sencilla y no requiereel

conocimientode ningunasecuenciaenpanicularde la especieanalizada.

Wínter~y col. (1990),compararoncuatrométodosparadetectarcarne
de cerdo en mezclasde carnecruda de cerdo y vaca: hibridacióndel ADN

(dat blot), inmunodifúsión, imnunoelectroforesis en contracorriente e

isoelectroenfoque. Utilizando la hibridación del ADN genómico total,

detectaronhastael 0,5% decerdocrudoen mezclascon vaca. La sensibilidad
para detectarcarne de cerdo fue del 0,4% en la inmunoelectroforesisa

contracorriente, del 1% con la inmunodifusión y del 5% con el
isoelectroenfoque.

Otra de las técnicasde hibridación con sondasde ADN que se ha

utilizado parala identificaciónde especiesy paraestudiosfilogenéticosy de
poblaciones es la denominadasouthern hlot. Esta técnica se aplica

principalmenteal estudiodel ADN initocondrial y comprendevarias etapas.

En primerlugar seaíslael ADNmt de la muestray se fragmentautilizando

enzimas de restricción. Los fragmentosde ADN obtenidos se separan
electroforéticamenteengelesde agarosay acontinuaciónsetransfierenauna

membranade nylon. Seguidamentesesumergela membranaen unasolución

de hibridación que contieneuna sondade ADNmt específicade la especie

objetode análisis.La sondahíbridaen los lugaresde la membranadondese

encuentresu secuenciacomplementaria,los cualesse visualizan por auto-
radiografía.La posiciónde las bandasobtenidasproduceperfilesespecíficos

quepermitenidentificarla especieo poblaciónde procedenciadelasmuestras

por comparaciónconpatronesadecuados(Figura6).
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EXTRACCIÓN DE ADN

ENZIMAS DE
RESTRICCIÓN

A)

DESNATURALIZACIÓN

¡ \ -fr

Electmforesis

B)

—a-.

ADN marcado

+ *

Southernblot

ADN marcado

+ *

Técnicasde hibridación del ADN. El ADN extraído se puede
analizarconformea dos estrategiasdiferentes:(A) La técnicade
dol blol aprovechalas diferencias en el ADN nuclear para

diferenciar especies. (B) En la técnicadesouthemblot las enzimas
de restricción reconoceny cortan secuenciasde la molécula de
ADN. Si las secuenciasdifieren entrelasmuestras,los fragmentos

resultantesdifierenen longitudy seseparanpor electroforesis.Las
secuencias específicas de especie se visualizan mediante
hibridaciónde lasbandaselectroforéticasconsondasdeADN.

Dol blot

coco

Figura 6.



Introducción 52

Las enzimas de restricción son endonucleasasque cortan enlaces

fosfodiésterde secuenciasespecificasde la moléculade ADN, originando

fragmentosdediversostamañosqueseseparanporelectroforesis.Seconocen

más de cíen enzimas de restricción, y cadauna de ellas reconoceuna

secuenciadecuatroa ocho nucleótidosde longitudy cortala doblecadenade

ADN deunaformadeterminada.Lasenzimasde restricciónquecortanlasdos

cadenasdel AUN en la mismaposición, como la Hae III, producenbordes

romos, mientras que las que cortan las dos cadenasde ADN en puntos

distintos, como la Hínd 111, originan fragmentosde ADN con extremos

cohesivos.El númeroy posiciónde los lugaresde restriccióndependede la

secuenciade nucleátidosde lamoléculade AUN. Por lo tanto, el númeroy

tamañode los fragmentosgeneradosreflejan la mayor o menoractividadde

las endonucleasasen el genoma celular, y pennitenponer de manifiesto

mutacionesendeterminadasposicionesde la secuenciadenucícótidos.Tales

diferenciasseconocencomo polinioffismo en la longitud de los fragmentos

de restricción(RestriclionFragmeníLengthPo¡ymorphism)y puederesultar

muyútil paradiferenciarespecies.

El polimorfismoen la longitud delos fragmentosderestricción(RFLP)

del AUN initocondrial sepuedeponerde manifiestoutilizandola técnicade

southernblozo bien,marcandodirectamenteconfósfororadioactivo(321» los

fragmentos de AUN antesde procedera su separaciónelectroforética.Estas

técnicassehanutilizado paraestudiarla variabilidadgenéticadepoblaciones

de pecesde unamismaespecieen función de su procedenciageográfica.En

este sentido, mediante el estudio del RFLP se pueden diferenciar las

poblaciones de salmón atlántico europeas de las norteamericanas

(Berminghamy col., 1991) y las anadromasde las no anadromas(Palvay

col., 1989). También,medianteRFLP sehaestudiadola variabilidadgenética

de las poblacionesde trucha de rio irlandesas(McVeigh y col., 1995> y

galesas(Bemboy col., 1994)y de lastruchasde lagoscanadienses(Grewey

col., 1993;Kornfleldy Kircheis, 1994),entreotrasespecies(Guénettey col.,

1993;Vonrineny col., 1993;Wirgin y col., 1993>.
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11.3.2.2.Reacciónen cadenade la poilmerasa (PCR)

Latécnicade la reacciónencadenade la polimerasa(PCR), fue ideada
porKary Mullis a mediadosde la décadade los ochenta(Sailci y col., 1985)y,

al igual que la secuenciacióndel ADN, ha revolucionado la genética

molecularhaciendoposibleun acercamientonovedosoal estudioy análisisde

los genes.Esta técnicapermiteproducir un gran númerode copiasde una

secuenciaespecíficadeADN sin recurrira la donación.

La reacciónde PCRsebasaenla repeticióncíclica detres etapas(Figura

7):

1. Desnaturalizacióndel ADN de doble cadenapresenteen la muestrapara

separarlas dos cadenas.La desnaturalizaciónse consigue aplicando
temperaturassuperioresa 900C.

2. Unión específicade los cebadores(oligonucleótidos sintéticos) a las

cadenassencillasmediantecomplementariedadde bases.Se debenemplear
al menosdoscebadoresque,tras unirse cadauno a una cadenadiferente,

delinuiten la secuenciadianaque sepretendeamplificar. La temperaturaa
la que serealizala unión (Tm) escríticaparacontrolarla especificidadde

la reaccióny depende,exclusivamente,de la composicióndebasesde los
cebadores.Aunque existen programas informáticos que calculan la

temperaturade unión de los cebadores,la fórmulaTm42(A±T)+4(G+C)]-

5 estámuydifundidaenlos laboratoriosde genética.Cuandolos cebadores
empleadosenunamismareacciónposeenTm diferentes,siempreseaplica

la temperaturainferior.

3. Extensiónde la cadenadeADN copiaa partir de los cebadoresmediante

la enzima AUN polimerasa. La polimerasa inicia su actividad tras

reconocerla unión de los cebadoresa lascadenasde ADN de la muestra.

Inicialinente, la polimerasaque se empleabaprocedíade Escherichía

cotí (Sailci y col., 1985>, pero sedesnaturalizabacuandose sometíaa 920C

durantela primeraetapade cadaciclo y, por lo tanto,habíaque reponerlaal
inicio de cadafase de extensión,impidiendola automatizacióndel proceso.
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La introducciónde unaenzimatermoestable,la Taq polimerasa(Salléy col.,
1988),junto con el diseñode termocicladores,propiciaronel empleorutinario

de la técnica de PCR en los laboratorios al permitir su completa

automatización.La Taq polimerasaprocedede un microorganismo,Thermus

aquatícus,cuyo medio natural son las aguastermalesy géiseresy, por lo

tanto,poseedorde unaAUN poliinerasaqueresistetemperaturaspor encima

de los 900Calcanzadosdurantela fasede desnaturalización.La actividadde la
AUN polimerasarequierela presenciade magnesio,siendola concentración

de esteión un parámetrofundamentalparala optiniizaciónde la reacción.La

temperaturaa la que ejercesu acciónsesitúa en tomo a 720C. Actualmente

existenotrasAUN polimerasastermoestablesademásde la Taqpolimerasa.

Despuésde cadaciclo se obtienecomo resultadola duplicaciónde la

secuenciade AUN diana delimitadapor la parejade cebadoresespecíficos.
Dado que las nuevascopias también sirven como patronesen los ciclos

subsiguientes,la cantidaddeAUN generadoseincrementaexponencialmente.
El resultadoneto de la reacciónencadenade la polñnerasaesque al fmal de

“n” ciclos, la reaccióncontieneunacantidadteóricade 2” moléculasde ADN

bicatenarioque son copia de la secuenciadel AUN comprendidoentre los

cebadores.Un procesode amplificaciónde entre20 y 40 ciclos, amplificará

un millón de veces,como niinñno, el número de copiasdel fragmentode
ADN dianaque existaen la muestraoriginal. Los fragmentosamplificadosse

detectanfácilmentemedianteelectroforesisen gelesde agarosay tinción con
bromurode etidio. El bromurode etidio esun compuestofluorescenteque se

intercala entre los pares de basesadyacentesdel AUN, permitiendo su

visualizacióncuandose ilumina con luz ultravioleta. Cuandolos fragmentos

esperadosson de un tamañomuy pequeñotambiénsepuedenempleargeles

de poliacrilamida.

Actualmente, ademásde la técnica de PCR clásica, existen otras

modalidadesde PCR(PCRanidada,PCRmúltiple, RT-PCR),asociacionesde

PCRcon otrastécnicas(PCR-RFLP,PCR-RAPD,PCR-SSCP)y, fmahnente,

técnicasde amplificacióndistintasdel PCR (LCR, 3SR,QJB). Todasellashan

sidoobjetodemúltiplesrevisiones(Wolcott, 1991;Hill, 1996).



Introducción 56

Un factor clave para la expansiónde las técnicasde PCR ha sido la

crecientedisponibilidadde cebadoresespecíficos,posibilitadapor los avances

en las técnicasde secuenciaciónde ácidos nucleicos, que han permitido
conocerlas secuenciasde un númeroconsiderablede genes,y por otra parte,

el desarrollode equiposy reactivospara la síntesisrápiday económicade

oligonucleótidos.

Esposiblequeno conozcamosla secuenciade nucleótidosdel gen que

nos interesa,perosí la secuenciade aminoácidosde la proteínaque codifica

dicho gen.En estoscasossepuedendiseñarcebadoresqueamplifiquenel gen
basándonosen el empleode codonesde la especieque estamosestudiandoy

enposibleshomologascon genessimilaresque hayansido secuenciadosen

otras especies. Como es sabido, diferentes codonespuedencodificar un

mismoaminoácido.Porello, si al sintetizarun cebadorexistendudassobrela
identidadde unabasedebidoa la presenciadeun codónambiguo,dichabase

puedeser sustituidapor desoxinosina(dI). La dI actúacomo un espaciador

quetoleracualquierotro nucleótidoen la cadenacomplementaria.Asimismo,
sepuedenemplearcebadoresdegenerados;esto es, una mezclade cebadores

que comprendenlas distintascombinacionesde basesque puedenocurrir en

lasposicionesde los codonesambiguos.

Lamanipulaciónde los reactivosempleadosen la técnicaPCRdebeser

extremadamentecuidadosa,ya que si secontaminancon AUN extraño(por

ejemplo, procedentede amplificacionesprevias) se puedenproducir falsos

positivos. Paraevitarlo, se debendistribuir todos los reactivosen alícuotas,

separaren la medidade lo posiblela zona de preparaciónde las muestrasde

la de procesado,y disponer de un equipo (termociclador, pipetas, etc.)

exclusivamentededicadoa estatécnica.

Trasrealizarla técnicade PCRy visualizarlos resultados,la presencia

de anipliconesdel tamaño esperadose suele considerarla prueba de un
resultadopositivo. Sin embargo,parateneruna certezaabsoluta,la identidad

del fragmentoamplificado deberlaser confirmadamediantehibridacióncon
una sondaespecífica,digestióncon enzimasde restricción o secuenciación.

En el casode la identificaciónde especies,la asociaciónde la técnicade PCR
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con otras técnicas(secuenciación,RFLP, SSCP, etc.) tiene ademáscomo

objetivo discriminar secuenciasde nucleótidosmuy semejantes,sobretodo

cuandose trata de especiesmuy relacionadasfliogenéticamente(Bossier,

1999).

Lasposibilidadesde aplicaciónde la reacciónen cadenadepolimerasa

al análisis de los alimentosno selimitan a la identificación de especiesen

productos de origen animal. Otras posibles aplicaciones incluyen, por

ejemplo, la detecciónde trigo en alimentospara celiacos (Alhnanny col.,
1992), detecciónde microorganismospatógenos(Hill, 1996; Hotzel y col.,

1996; Simon y col., 1996; Wang y col., 1997), enumeración de

microorganismosalterantes(Eamshawy Gidley, 1992; Gutiérrez y col.,

1997), detección de alimentos e ingredientes alimentarios modificados

genéticamente(Duy col., 1992;Padegimasy col., 1993;Meyer, 1995;Gachet
y col., 1999), etc. La aplicaciónrutinariade estastécnicasseextenderá,con

mayoro menorrapidez,dependiendodel desarrollode métodossencillospara
extraer el ADN del alimento y para eliminar las posibles sustancias

inhibidoraspresentesen lasmuestras.

11.3.2.2.1.SecuenciacióndefragmentosdeADNampft/icadospor PCR

Mediante la secuenciaciónde fragmentosde genesespecificosse

puedendiferenciarespeciesmuy cercanas.El procedimientoconsisteen que

un fragmentode un gen, por ejemplo el citocromo 1’, se amplifica por la

reacciónen cadenade la polimerasa(PCR) para obtenersuficiente AUN y

posteriormentese secuencia.Paraseleccionaradecuadamenteel gen que se

debe amplificar convienetener en cuenta varias premisas: la región del
genomaque se va a amplificar debe acumular mutacionescon suficiente

rapidez para que organismosestrechamenterelacionadostengandiferentes

secuenciasde nucleátidos,perocon suficientelentitud para que la variación

intraespecíficano seaimportante;además,el tamañodel segmentode AUN ha
de ser lo bastantelargo para detectardiferenciasde secuenciaentreespecies

próxñnas,pero suficientementecorto para poder secuenciaríaen un gel

estándarde secuenciación.Generalmenteconvieneseleccionaruna regiónde

un gen que codifique una proteína,porquelos erroresde amplificaciónyio
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secuenciaciónpuedendetectarsetraduciendola secuenciade nucícótidosy

comparándolacon la secuenciadeaminoácidosconocidadel gen.

El análisis de las secuenciasobtenidaspermite identificar diferencias

interespecificasque permitandistinguir especiesfilogenéticamentecercanas.
La valoraciónde talesdiferenciassuelerequerir la utilización de programas

informáticoscomplejos.En cualquier caso, la secuenciaciónes una técnica

caray requierepersonalespecializadoparallevarla a cabo,por lo que en la

identificación de especiesse buscantécnicas alternativasmás baratasy

sencillas.

Uno de los genesque se han utilizado con mayor frecuenciapara la

diferenciación de especies es el gen niitocondrial del citocromo /t

Actualmente se dispone de la secuenciatotal o parcial de este gen en

numerosasespeciesanimales(Kochery col., 1989; Irwmn y col., 1991), desde
insectoshastala especiehumana,pasandopor la mayoríade los animalesde

abasto (Chikuni y col., 1994> y diversasespeciesde peces (Bartlett y

Davidson, 1991; Ramy col., 1996; Ámasony col., 1998; Quinteiro y col.,

1998).

La secuenciade aminoácidosdel citocromob estámuy conservada,
pero como los aminoácidospuedenser codificadospor dos o más codones

distintos, los genesdel citocromo/‘ difierenenalgunosnucleótidosinclusoen

especies estrechamenterelacionadas. Estudios mira- e interespecíficos

muestranquela variacióndentrode una especieesmenorque entreespecies.
Porotraparte,Kochery col. (1989),observaronqueun solo par de cebadores

permiteamplificar un segmentode 309 pb de estegen en la mayoríade los

vertebrados.

Ademásdel gen citocromo b se han utilizado otros fragmentosdel

genomamitocondrialparala diferenciaciónde especiesdepescado,comolos

genesde los ARN ribosómicos 125 y lÓS (DeSale y Birstein, 1996),

subunidadesdela NAUH deshidrogenasa(Croniny col., 1991)y la regiónde

control (Nielseny col., 1994;Alvarado-Bremery col., 1997).
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Si bien la mayoríade los estudiosfilogenéticosy de diferenciaciónde

especiesse han basado en la secuenciacióny comparación del ADN
mitocondrial, la bibliografla recoge algunos estudios basadosen genes

nuclearesqueconvieneseñalar.Esteesel casode los genesde la hormonadel

crecimiento(GH), que han servidode basepara el estudiode las relaciones

filogenéticasy la clasificaciónde los salmónidos.

Devlin (1993),aislóy secuenciódos tipos de genesde la hormonade

crecimientoen el salmónrojo. Estosgenes,deaproximadamente4 kilobases,

codifican proteínasde 210 aminoácidosy presentangran similitud con las
hormonasde crecimientocaracterizadasenotros salmónidos,como el salmón

atlántico(Johanseny col., 1989)y la truchaarco iris (Agellon y col., 1988).
De la comparaciónde estassecuenciasse desprendeque la truchaarcoiris es

másparecidaal salmóndel Pacífico que al del Atlántico, lo cual explica la
reclasificaciónque se hizo en 1988 de la truchaarco iris desdeel género

Salmoal géneroOncorhynchus.

En 1996, McKay y col., examinaron las relaciones entre nueve

especiesdeOncorhynchus,el salmónatlánticoy la truchalacustre(Salve/inris

namaycush),analizandola secuenciade AUN de la subunidad3 del gen

mitocondrial NADH-deshidrogenasay parte del gen nucleartipo 2 de la

hormonadel crecimientoamplificadospor PCR.La conclusióndeestetrabajo

fue que el salmónketa y el salmónrosadoson especieshermanas,y que el

salmónjaponésy el salmón amago estánmás próximos a la trucha del
Pacíficoque al salmóndel Pacífico.Un antepasadocomúnde la truchaarco

iris y de la truchade gargantacortada(O. ciar/cO seseparóde la lineaproto-

Oncorhynchusy a partir de él derivaron las siete especiesde salmón del

Pacifico.

Otro ejemplodegennuclearquesepuedeaplicarparala diferenciación

de especiesesel gen supresorde tumorespS3. La proteínacodificadapor el

genp33 esmuyconservadaentrelos vertebrados,desdeel hombrea los peces
(De Fromentel y col. 1992; Mayr y col., 1995). Sin embargo, existen

diferenciasen la longitudde los intronesdeestegen. Estacircunstanciapuede

utilizarsepara identificar especiesde peces,como se pone de manifiesto al
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compararlas secuenciasdedos fragmentosdel genp53 amplificadosa partir
del lenguadoy de la truchaarco iris (Kusserycol., 1994).

11.3.2.2.2.Análisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentosde

restricción de regiones del ADN ampíJicadas por PCR (PCR-

RILP)

Aunque la secuenciaciónde regiones especificas del ADN ha

demostrado ser una técnica adecuadapara estudios iflogenéticos y de
poblacionespiscícolas (Can y Marshall, 1991; Hartley y col., 1992;

Lockwoody col., 1993; Nielseny col., 1994; Bakery col., 1995; Rosely

Block, 1996; Vis y col., 1997), es costosay laboriosa, lo que la hace

inapropiadaparael análisisrutinario de los alimentos.Varios investigadores
(Chikuni y col., 1994; Meyer y col., 1995; Borgo y col., 1996; Céspedesy

col., 1998; Wolf y col., 1999) han comprobadoque el análisis del

polimorfismo en la longitud de los fragmentosderestricciónde productosde
PCR(PCR-RFLP)esuna técnicacon grancapacidaddiscriminatoriaparala
identificación de especiesanimales. Con ésta técnica, para identificar una

especieno se secuencianlos productosde PCR, sino que se digierencon

endonucleasasde restricción(Figura8). Los únicosnucleótidosutilizadosen
la identificación son los que integran las dianas de restricción de las

endonucleasasseleccionadas.Sin embargo,la secuenciaciónpuedeser útil
como pasoprevio para seleccionarenzimasque proporcionenpatronesde

restricciónespecíficosde especie.La sustituciónde unabaseen la diana de
restricciónsemanifiestapor la diferenciaen la longitud de los fragmentos

resultantesy sumigraciónelectroforéticaengelesdeagarosa.

Losgenessobrelosque sehaaplicadola técnicade PCR-RFLPparala

diferenciación de especiesanimales, y de pescado en particular, son

prácticamentelos mismos que se utilizan con la técnica de PCR-

secuencíación,conclaropredominiode losgenesnútocondriales.

11.3.2.2.3. Estudio del polímorftsmo de conformación de las cadenas
sencillasdeADNampl4icadaspor PCR(PCR-SSCP)

Uno de los inconvenientesque puedepresentarla técnicade PCR-
RFLP para la diferenciaciónde especiesen productosprocesadoses que,
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debido a la degradacióndel ADN, sólo se puedenamplificar por PCR
fragmentospequeñosde AUN. Estosfragmentos,al sertratadoscon enzimas
de restricción generanoligonucleótidosdemasiadocortos para visualizarse
claramenteen los geles convencionalesde electroforesis.El análisis del
polimorfismo de conformaciónde las hebrasde AUN monocatenario(SSCP)
puederesultarmuyútil enestoscasos.

Oritay col. (1989),describieronpor primeravezel polimorfismo de la
conformaciónen las cadenassencillasde AUN. En esta técnica, el ADN
bicatenario (ds) se desnaturalizapara obtenerlas dos cadenasde AUN
monocatenario(ss), que a continuaciónse separanen función de su peso
molecularmedianteelectroforesisen gelesde poliacrilamida.La sensibilidad
de esta técnica permite detectar mutacionespuntuales en los productos
amplificadospor PCR, por lo que se ha utilizado para definir alteraciones
genéticasenciertasenfermedadeshumanas.

En 1995,Relibeiny col., trataronde diferenciarpor SSCPmuestrasde

varias especiesde atunesy bonito (Sarda sarda) congeladosy enlatados.

Amplificaron dosregionesdiferentesdel gencitocromo¿‘(de 123 y 148 ph) y

obtuvieronperfilesquepermitierondiferenciarla mayoríade lasespecies.Sin
embargo,no fúe posibledistinguir entre la albacora(Thunnusalalunga)y el

at(mrojo (Thunnusthynnusthynnus)debidoa que susecuencíadenucleótidos

esidénticaenestefragmento(lJnseldy col., 1995).

En 1997, Rehbeiny col., utilizaron estemétodo de análisisdel AUN
para verificar el conectoetiquetadode pescadoscrudos o enlatadoso de

productos elaborados a base de especies de pescado estrechamente
relacionadas(atún, anguila, salmón, trucha y esturión,Acipensersiurbo).

Mediante la reacción en cadena de la pohrnerasa(PCR) amplificaron

segmentos conos del gen mitocondrial citocromo /> y analizaron el
polimorfismo de conformaciónde las hebrassencillasde AUN paraobtener

perfiles específicosde especie. Las hebras de ADN se separaronpor
electroforesisen geles comercialesde poliacrilamiday se visualizaronpor

tincióncon plata. Las cuatroespeciesde anguila(Anguilla anguila,Anguilla

rostrata, Anguila japonica y Anguila australis) dieron lugar a diferentes

perfiles con la técnicade PCR-SSCP.Estosresultadosconcuerdancon los
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obtenidoscon otras técnicasde análisis de ADN, ya que A. anguulla y A.

rostratasehabíandiferenciadoanteriormentepor análisisdelpolimorfismo en

los fragmentosde restricción(PCR-RFLP)(Tagliavini y col., 1995), y parala

diferenciacióndeA. anguila,A. japorncay A. bicolor (Takagiy Taniguchi,
1995) sehabíautilizado la valoracióndel polimorfismodel AUN amplificado

al azar(RAPD).

Otro objetivo del estudio de Rehbein y col. (1997), <te la

diferenciaciónde filetesy huevasde variasespeciesde pescadode la familia
Salmonidae:salvelino(Salvehnusfontinalis),truchacomún,truchaarco ñisy

salmónatlántico.Los patronesobtenidosa partir de filetes fueronespecíficos

de especie.En el mercadoexistenvarios tipos de caviar (de esturión)cuyos
preciosson muy diferentes.En el trabajocitado seobtuvieronproductosde

PCR a partir del AUN del caviar de esturiónbeluga,sevrugay osietra,que

mediante SSCP originaban patrones que permitían la diferenciación

inequívoca de estas tres especies. Finalmente, se ha comprobadoque

amplificandofragmentospequeñosde AUN (123 y 148 pb) de muestrasde

arenque,sardina, bacalao, atún y bonito enlatados, se obtienen perfiles

específicosde especiea pesar de la degradaciónde proteínasy AUN

acaecidosdurante el proceso de esterilización (Mackie y Taylor, 1972;
Chikuniy col., 1990>.

La técnica de PCR-SSCPfue aplicadapor Reay col. (1996), para
diferenciarel cerdoy el jabalíeuropeos.Sinembargo,debidoa la similitud de

la secuenciade AUN con que trabajaron (región D-loop del ADN

mitocondrial) no fue posiblediferenciar estos animalespertenecientesa la

mismaespecie:Susscrofadomestica(cerdo)y Susscrofafera(jabalí).

Aunqueen la técnicade PCR-SSCPse esperavisualizardosbandasde

AUN monocatenario(ssDNA)paracadagen amplificado,puedenencontrarse

más de dos bandascon distinta intensidad. Esto es debido a que la

conformaciónde las cadenassencillasde ácidosnucleicosvaríaen flmción de

factoresambientalescomo la temperatura,la concentracióndel tampónde
electroforesiso la presenciade agentesdesnaturalizantesen el gel, lo cual

modificasumovilidaden el mismo.
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Las ventajasde la técnicade PCR-SSCPconrespectoa otrastécnicas
genéticasparaidentificarespeciesson:

• Es posibleanalizarfragmentosde ADN degradado.

• Cambiospuntualesenla secuenciade nucleátidosdel AUN monocatenario
(ADNss) determinanuna conformacióndiferentede las moléculas, que

puedensepararseelectroforéticamente.

• El SSCPesunatécnicarápiday fácil de desarrollar.

En cuantoa los inconvenientesde estatécnicaconvieneseñalarque:

• Es necesarioanalizarmuestrasde referenciaen el mismogel junto con las

muestrasproblema.

• Los patronesSSCPaportanmenosinformaciónquela secuenciaciónde las

cadenasdeADN.

• Antesde trabajarcon gelespreforinadoscomerciales,tipo PhastSystem”~,

la técnicarequeríael usode nucleótidosradioactivosy de geles grandes.

11.3.2.2.4.Estudio del polimorfismo del ADN ampiJicado con cebadores

arbitrarios (RAPD)

Williams y col., describieronen 1990 el polimorfismo basadoen la
amplificación al azar de segmentosde ADN utilizando cebadoresde

secuenciacortay arbitraria(RAiPD: RandomAmplffiedPolymorphismDNA).

Trabajaroncon muestrasde ADN humano,de semillade soja, de maízy de

Neurospora crassa. Cada especie originé un perfil de bandasde ADN

distinto, perotambiénseobservópolimorfismo entreindividuos de la misma
especie.Tambiéndemostraronque la modificaciónde un solo nucleátidoen

los cebadoresproducíauna modificacióncompletaen el perfil del ADN

amplificado,revelandonuevospolimorfismos.

La especificidaddel RAPD sebasaen la utilización de ADN nuclear

purificado de un único individuo y no implica el conocimientoprevio de la

secuenciadel ADN con que setrabaja. Estascaracterísticas,que facilitan la

realización de las pruebas,tienen el inconvenientedel gran polimorfismo
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intra- e interespecíficoobservado.Asimismo, el RAPO no permite detectar

AUN de un determinadoorganismoen mezclascomplejasde AUN, lo que

puedelimitar suaplicaciónal análisisdealimentos(Meyery Candrian,1996).

Por otraparte,los perfileselectroforéticosque seobtienensongeneralmente

muy complejosy debenser analizadosmediantesistemasinformáticos de

capturae interpretaciónde imágenes.Otro aspectoa considerarpara la

aplicaciónde estatécnicaes su elevadasensibilidada las condicionesde la
reacciónde PCR, talescomoel ADN diana, la concentraciónde magnesioo

los intervalosde tiempo/temperaturade los ciclosdeamplificación.

En 1990, Welshy McClelland trabajaroncon estetipo de marcador

genéticoal que denominaronAP-PCR(cebadorarbitrario-PCR).Obtuvieron
variaciónintra- e interespecíficatrabajandocon 5 especiesdeStaphylococcus,

11 cepasdistintas de Streptococcuspyogenesy tres variedadesde arroz,
Oryzasatíva,y concluyeronque existíala posibilidaddeextenderel métodoa

otras especiescuyosgenomastuvieranun tamañoentre 5 x ío~ y 3 x

paresde bases,comolos virus, el hombrey laspíantas.

Mediantela aplicacióndel RAPD, Cominciniy col. (1996),analizaron
la relación genética de cinco cérvidos: Cervus e/aphus, Dama dama,

Capreobus capreobus, Odoco¡leus hemious hemioris y Muntjac muntjac

vaginalis. Amplificando las muestras con ocho cebadores diferentes

consiguieronresultadosreproduciblesque incluían entre 5 y 10 bandas
monomórficas comunes a todas las muestrasy multitud de bandas

poliniórficas con un tamaño comprendidoentre 50 y 2.000 paresde bases

(ph). Utilizando programasinfonnáticosidentificaronmarcadoresespecíficos
de especie,tanto por la longitud como por la intensidadde los fragmentos

amplificados, que permitieron distinguir correctamente las especies

analizadas,inclusodentrode la mismasubfainilia.

Koh y col. (1998), analizaronun total dc 29 cebadoresde 10 nt de

longitud con un contenido variable en OC (del 50 al 80%) para obtener

perfiles de amplificación diferentesen vanasespeciesde anúnales(jabalí,

cerdo,vaca,búfalo, venado,peno,gato, conejoy canguro).Los patronesde

identificaciónobtenidoscon los cebadoresque conteníanun 80%deOC eran
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másclarosque los obtenidoscon el resto de los cebadores.Ocho de los diez

cebadorescon un 80% de <lIC permitíandiferenciarvisualinentelas especies

analizadas.Según estos investigadores,la capacidadde discriminacióndel
métodoRAPD esprácticamenteilimitada, ya que siempreesposibleutilizar

nuevoscebadoresescogidosal azar.

La técnicade RAPD se ha utilizado también para la diferenciación
genéticade 3 especiesde pescado del género Oreochromis, en las que

también se estudió la variabilidad genética intraespecífica(Dinesh y col.,
1996). Utilizando un único cebadorde 16 nt de longitud, identificaron 13

marcadoresgenéticosquepermitíandistinguir las3 especiesanalizadas.

Harding y col. (1997), trataron de obtenerperfiles polimórficos para

estudiar por RAPD la relación genética intraespecíficadel bogavante

americano (Homarus americanus) capturado en tres regiones separadas
ecológicay geográficamente.Sin embargo,el análisisfenotipicode lasbandas

obtenidasno permitió apreciardiferenciassignificativas entre las muestras

capturadasen lasdistintaslocalizaciones.

Bielawski y Pwno(1997),investigaronla variacióngenéticaexistente

entrelas percas(Moronesaxaíihs)de cinco ñosdistintos de la costaestede

los EstadosUnidos. Despuésde seleccionarcinco cebadoresde los cuarenta
inicialmenteescogidos,los resultadosdemostraronque la variacióndel ADN

nuclearen la percade la costaatlánticaesextremadamentebaja.

11.3.2.2.5.EstudiodesecuenciasrepetitivasdelADNcromosómico

Los marcadoresgenéticosbasadosen el ADN niltocondrial ponen de

manifiestocambiosen la secuenciadel AUN, como resultadode mutaciones

puntuales.Recientemente,en la identificaciónde especies,la atenciónse ha

centradoendeterminarlasdiferenciasqueseobservanen el númerodecopias

repetidas de un fragmento de AUN (Brooker y col., 1994; Hartley y
Davidson,1994; Angersy col., 1995;Galvin y col., 1995; Garrido-Ramosy

col., 1995). Distribuidospor todo el genomade los organismoseucariontesse
encuentranbloques de secuenciasimilar o idéntica. Estas secuenciasse

clasificandeacuerdoal tamañodecrecientedel númerode basesen: satélites,
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ininisatélitesy nijerosatélites.De ellos, los utinisatélitesy microsatéliteshan

sido los más utilizados en la identificación de especies

Los satélitesconsistenen unidadesrepetitivasde cientosa miles de

paresde basesque serepitenmiles o inclusomillones de veces.Se pueden

aislardel ADN genómico mediantecentrifugaciónenun gradientede cloruro

de cesio. Se les denomnina satélites porque tras su separación en los gradientes

aparecencomounabandadistintade la bandade AUN genómico.

Losminisatélitesson secuenciasdeAUN de9 a 64 paresde basesque

serepitendedosa cientosdevecesenun determinadolocusdel cromosoma.

Algunos minisatélitesson los fragmentosde AUN más variables que se

conocen,con unaheterozigosidadpróxima al 1000/o, y un nivel de mutación

del 2% por generacion.Se han utilizado minisatélitespolimórficos para la

identificación de un gran número de especies que incluyen mamíferos, aves y

peces.

Los microsatélitessonsecuenciasde 1 a 5 paresdebasesqueserepiten

hasta100 vecesenun determinadolocus.Los microsatélitesestándistribuidos

aleatoriamenteporel cromosomay no selocalizancomolos minisatélites,en

las regionespróximasal centrómeroy telómero. Tienen dos características

muyinteresantesparala identificacióndeespecies,comoson el polimorfismo

y la heredabilidad.Su alto polimorfismo permite tenerun gran númerode

alelos distintos en cada locus, y por lo tanto, una gran capacidad de

discriminación.Sehandescritomicrosatélítesenel hombre,ratón,rata,peno,

cerdo,caballo,abejas,salmón,truchaybacalao(Angersy col., 1995).

El polimorfismo de los microsatelites fue demostrado por Tautz (1989),

y por Weber y Ma>’ (1989). Durante los dos años que siguieron a su

presentación, se utilizaron como marcadores genéticos en estudios médicos y

forenses.Suusoha continuadoextendiéndoseenla décadade los 90 (sólo en

1994 se publicaronmásde 200 artículoscon el términonuicrosatéliteen el

título). Al principio, los estudios se centraron en extraer el AUNgenómico,

cortarlo con enzimasderestricción,transferirloa membranasde nitrocelulosa

e hibridarlo con sondasde minisatéliteso microsatélites.En la Tabla 5 se
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Sonda(s) Aplkae[4<~ Rdertnó#

(GÁCA)4CTh PoecilioJalipinna Análisis devariaciónde Laughlrny Turner

poblaciones (1994)

46 Salmotrilla Análisisde variaciónde Pradobíy col., 1992

poblaciones

pSPfltlS Oreochromtsnt/attcus Analisisdc ginogénesis Cartery ccl., 1991

pSPTl9.6

3.15 . . Hop¡ostethusatianlicus Análisisdevariaciónde Bakery ccl., 1992
poblaciones

Mli

RVR

D2—2 Oncorhynchus Identificaciónde Stevensy col., 1993
tshawytscha estructurafamiliar en

poblaciones

PYNZl3Z Gasterosteusaculearus Estudiosdepaternidad Rico y col., 1991

O’Reilly y Wright, 1995
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muestranalgunasde las sondasde minisatélitesque se han utilizado para

estudiarel polimorfismomultilocusenvariasespeciesde peces.

El polimorfismo en la longitud de fragmentosde restricciónobtenido

con sondasde mini y microsatélites(Figura 9) refleja variación alélica en
muchoslocí simultaneamente(Jeffreysy col., 1985a; Epplen y col., 1991).

Estosmarcadoresaltamentepoliniórficos son especialmenteapropiadospara

los análisisde paternidady en medicinaforense,peroson inadecuadospara

muchos estudios genéticos de poblaciones debido a la incapacidad de asignar

un locus específicoa lasbandasobservadas.Además,estametodologíaresulta

menos sensible (se requiere mayor cantidad de AUN de partida), más
laboriosay más caraque los métodosbasadosen la amplificaciónpor PCR,
los cualespermitenvisualizar la variación alélica en determinadosloci de

mini o microsatélites.

La tenjencia actual para el estudio del polimorfismo de mini y
microsatélitesen un locus detenninadose basaen la especificidadde las
regionesde AUN que lo flanqueany en las variacionesdel número de

repeticionesde la unidadbásica.Las secuenciasde los fragmentosde ADN

que bordeanel locus se utilizan para diseñarcebadoresque permitensu

amplificaciónpor la reacciónen cadenade la polimerasa(Jeffteysy col.,

1994), por lo que es imprescindibleconocerla secuenciade estazona. Los

productosde PCR se visualizanmedianteelectroforesis.Estastécnicasson
más sencillas que las basadas en el southernblot, pero tienen el inconveniente

queno sepuedenaplicarparaamplificarfragmentosmayoresde 4 o 5 Kb.

La principal ventajade los marcadoresmulti/ocus es que las sondas

puedenproducir hibridacionescruzadasentre distintos taxones(Georgesy

col., 1988). En consecuencia,una única sonda se puede utilizar para

identificar individuos genéticamentedistintos. Sin embargo,en los perfiles

aparecenmúltiples bandasque en algunoscasosson dificiles de interpretar.
Las ventajasde los marcadoresgenéticosde un solo locus frente a los

multilocus,sonque:
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• Losperfilesde lasbandassonmenoscomplejosy espocoprobablela co-
migracióndealelosdeloci no homólogos.

• Ya que las bandas se atribuyen a cada locus, se puede estimar la

frecuenciade los alelos.

• Utilizando estándaresde alelossepuedencompararmuestrasproblemaen

un gel.

Entre las limitacionesde los marcadoresunilocus convieneseñalarla
complejidad de los mecanismosde mutación que generanvariación en

algunosminisatélites,entre los que se incluyen deleciones,duplicaciones
intra-alélicasy recombinacióninter-alélica(Wright, 1993).

Graciasal conocimientode las secuenciasde nucleátidosen especies

como el bacalaodel Atlántico (Brooker y col., 1994), salmón atlántico

(Slettany col., 1993;) y trucha común (Estoup y col., 1993), se sabeque

muchos microsatélitesconsisten en tramos ininterrumpidos de unidades
idénticasrepetidasen tándem,y que la mayoríade las diferenciasentrelos

álelosparecendebidasal aumentoo disminucióndel númeroderepeticiones

deunidadesde idénticalongitud. Porel contrario,casi todoslos minisatélites
analizadosen pecesestáncompuestospor varios tiposdeunidadesrepetitivas,

agrupadasenunidadesmásgrandesque serepiten(Bentzeny Wright, 1993;

Harris y Wright, 1995).

Se han desarrolladosondasespecíficasde especiepara analizarlocus

desecuenciasrepetitivasengádidos,salmónidosy Ti/apia, entreotros. Galvin

y col., (1995), evaluaronla variabilidad genéticadel bacalaoy encontraron
diferenciassignificativasen la frecuenciade alelos de las poblacionesdel

noresteAtlántico y entrelaspoblacionesdel estey Oestedel Atlántico. Entre
los salmónidosexisten niveles de polimorfismo moderados,con locí que

exhibenentre5 y 10 alelosy valoresde heterocigosidadcomprendidosentre

el 36 y el 77%. Bentzeny Wright (1993), identificaron la secuenciade

nucleótidosdelniinisatéliteSsaldel salmónaltánticoquecontiene16 paresde
basesrepetidas.La sondaSsaldesarrolladapara el salmónatlántico se ha
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utilizado tambiénparaobtenerperfilesespecíficosen otros salmónidoscomo

el salmónketa,(Taylory col., 1994b).

El alto nivel de variaciónalélica de algunos¡ninisatéliteshaceque la
utilización de métodosconvencionalesde separaciónpor tamaño refleje

solamentepartedesuvariaciónreal. Los minisatélitespuedendiferir no sólo

en el número de copiasde las unidadesque se repiten, sino tambiénen el
patrón de distribución de diferentestipos de repeticiones.Jeffieys y col.,

(1990),estudiaronla variación en la secuenciade unidadesde repeticiónen
moléculas sencillas (haploides) utilizando en primer lugar enzimas de

restricción, que reconocen y cortan determinados tipos de unidades

repetitivas. De esta manera,se observaronvariacionesque antes no se

conocían.Posteriormente(Jeffreysy col., 1991>, desanollaronun método

basadoen la amplificaciónpor PCR, denominadoMVR-PCR, paraidentificar

la variabilidadinternade lasunidadesrepetitivasqueintegranun minisatélite.

Con estemétodo,la secuenciadeuna unidadde repeticióndel minisatélitese

determinautilizando cebadorescomplementariosa los diferentestipos de
subunidadesrepetitivasy un cebadorque híbrida en la zona que bordeael

locus del minisatélite (Figura 10), Despuésde varios ciclos, se obtienen

distintasseriesde productosde PCR cuya longitud dependedel númerode

repeticionesobtenidasa partir de cadasubunidadrepetitiva.

La presenciade microsatélitesen peces teleósteoses abundante.

Unidadesrepetitivasdel tipo (GT)11 aparecen,como media, cada7 Kb en el

bacalaodel Atlántico (Brookery col., 1994), 11-56Kb en el salmónatlántico
(McConnell y col., 1995) y cada23 Kb en la truchacomún(Estoupy col.,

1993). Lafrecuenciade aparicióndel microsatélite(CT)~ sereducea un tercio

de la frecuenciaconqueapareceel (GT)U (Estoupy col., 1993).

Monis y col. (1996), donarony secuenciaronvarios microsatélites

(GT)~ y (GA)~ de la trucha arco iris. En su trabajo concluyeron que los

marcadoresmicrosatélitesaisladosde unaespeciede salmónidos(truchaarco
iris) son, en general, útiles para realizar estudiosde otras especiesde

salmónidos(truchadegargantacortada,salmónketa,salmónplateado,salmón
real, salmón atlántico y salvelino). La utilización de estos marcadoresen
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especies relacionadasreduce enormementeel tiempo y el coste de la

investigacióngenéticaenla acuicultura.

Slettany col. (1997), caracterizaroncinco nuevosmicrosatélitesdel

salmón atlántico y analizaron éstos y otros microsatélitespreviamente
publicados(Slettany col., 1995a, 1995b, 1996). Excepto uno de los cinco

microsatélites,el restomostraronun alto gradode polimorfismoy secuencias
máslargasquelasobservadasen los vertebradossuperiores.Estefenómenose

ha observadotambiénen el bacalaoy en la truchaarco iris (Brookery col.,

1994).

Entrelos numerososestudiosde ¿nicrosatélitesde pescadosy mariscos

publicadosen los últimos añosconvieneseñalarlos trabajosde Pattony col.,

(1997) en Coregonusnasus; los de May y col., (1997) en el esturión,;
Bagshawy Buckholt (1997) en el genomadel langostinoPenaeusvannazne:;

Harrisy Wright (1995> en Tilapia (Oreochromisnhlodeus)y los de Garrido-

Ramos y col., (1995) sobre las relaciones filogenéticas de la familia

Esparidae.



III. MATERIALES Y MÉTODOS
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111.1. MATERIALES

111.1.1.MATERIAL DE LABORATORIO

Parala preparaciónde los tamponesy diversasdisolucionesacuosasse

empleóaguadestiladaobtenidaen un aparatode filtración “Millipore” mod.
Elix 3. También se empleó agua bidestilada obtenida en un destilador

“Nanopure”mod. Branstead.

Laspesadasordinariasseefectuaronenunabalanzamonoplato“AND”

mod. EW-600. Paralas pesadasde precisión seutilizó la balanzaanalítica
“AND” mod. ER-120.

Lasmedicionesde pH serealizaronconun pflmetro “Metrohm” mod.

654.

Los tamponessedisolvieronmedianteagitaciónelectromagnéticay, en

algunoscasos,aplicandocalor con placas“Nuova II” mod. Thennolyne.Los
agitadoresde tubosempleadosfúeron“Heídolph” mod. RFAX 2.000.

La desgasificaciónrequeridaen la preparaciónde los tamponesse

realizó medianteun aparatode ultrasonidos“Selecta” mod. Ultrasonsy con

unabombade vacío “Eyela” mod. AspiratorA-3S.

Las incubacionesquerequeríanun control precisode la temperaturase
efectuaronen un baño de aguatermostatado“Grant” mod. Y14 y en una

estufa“Heraeus” mod. KB-500. Las incubacionesen agitaciónserealizaron

enun mcubador-agitadororbital “Lab-line” mod. 35.271.

Las muestrasy reactivos se conservaronen arconescongeladores
“Kelvinator” mod. ACK-55, asícomoen frigoríficos “Aspes” y “Kelvinator”

mod. AKR-20 y en un armariofrigorífico “Kelvinator” termostatadoa4±l~(?.

Las centrifligaciones se realizaron en una centrífuga refrigerada

“Sorvaill” mod. RC-5B, equipadacon rotores55-34y GSA. Paracentrifugar

(2) La cita de marcasde aparatos,reactivos, etc., no implica recomendación
algunaporpartede la autora.
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pequeñosvolúmenesde muestraseutilizaron centrífugas“Heraeus” de los

modelosBioflige A, equipadacon rotor tipo 1.220; Megaflige 1.0, equipada

conrotor tipo 2.150y Biofuge lSR equipadaconrotor tipoUFA 3.042.

Las diálisis de las muestrasse efectuaroncon cassettesde diálisis

“Slide-A-Lyzer” mod. 10K (Pierce)y conmembranastubulares“Serva” mod.

27/32o “Medicelí InternationalLTD” mod. 6-27/32.

Las determinacionesespectrofotométricasse llevaron a cabo en un

espectrofotómetro“Kontron” mod. Uvikon 820y en un espectrofotómetrode

doble haz“UV-VlS Hitachi” mod. U-2.000, registrándoselos resultadosen

unaimpresoraténnicaUvikon LS-4B y enunregistradorUvikon 21.

Lasplacasde ELISA de poliestirenode 96 pocillos que se emplearon

en las técnicas imnunoenzimáticaseran de “Nunc” mod. Maxisorp. La
agitaciónde las placassehizo en agitadoresde placasde ELISA “Wallac”

mod. 1.296-001Delfia Plateshakey paralasmedidasespectrofotométricasse

utilizó un lector espectrofotométricode placasde ELISA LabsystemsiEMS
Reader MF. Para los ELISA en paletas,se utilizaron viales con paletas

“Nunc” mod. DK 4.000.

Las muestrasse homogeneizaronen un triturador “Polytron” mod.

PCU y enun homogeneizador“Colworth” mod. Stomacher400.

La esterilizaciónhúmeda del material utilizado en este trabajo se

realizómedianteun autoclave“Selecta”mod. AutesterO, utilizando cintasde

papelindicadorparacomprobarla efectividaddel proceso.

Parala amplificaciónde losfragmentosgénicosde interés(reacciónen

cadenade la polimerasa,PCR) se utilizó un tennocicladorTechne mod.

“Progene”,equipadocon tapacalefactora.

Las electroforesisde los ácidos nucleicos en geles de agarosase
realizaronen una cubetade electroforesishorizontal para ácidos nucleicos

“UGRIZON 58” Life Technologies, GIBCO BRL, con una fuente de

alimentaciónPOWERPAC 300,BioRad.

La visualizaciónde los fragmentosgénicosamplificadospor PCR se
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realizó utilizando un transíluminador de luz ultravioleta y un sistema de

documentaciónde imágenesmod. Geldoc1.000UY de BioRad.

Todas las manipulacionesde material genéticose efectuaronen una

campanade flujo laminar“Teistar” mod. AV-lOO, equipadaconunalámpara

ultravioleta.

Como material general de laboratorio se utilizaron pipetas y

micropipetas automáticas, así como pipetas multicanal “Labsystems”,

agitadores,mecherosde gas, tennómetros,jeringuillas,hojas de bisturí, etc.

El material de vidrio empleado en las expenencias descritas fue siempre de

tipo“Pyrex”.

IIL1.2. MATERIAL BIOLÓGICO

111.1.2.1. Animales de experimentación

En la obtención de anticuerpospoliclonales se emplearonconejos

machosblancosde razaNuevaZelanda,de 3,5 kg de peso.Los conejosse

mantuvieronen el animalariodelDepartamentodeNutrición y Bromatología

III de la Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid,

alimentadoscon dieta de mantenimientopara conejosy agua potable ad

lib¡tum.

111.1.2.2. Origen de las muestras

En estetrabajo sehan utilizado dostipos de muestras:

111.1.2.2.1.Tejidomuscular

El tejido muscularprocedede tresespeciesdepescadodistintas,cada

una de ellas en estado fresco y ahumado. El número total de muestras

analizadasestuvocomprendidoentre130 y 140.

1. Muestrasfrescas

Los ejemplares frescos de salmón atlántico, trucha arco iris y palometa

procedíande pescaderíasubicadasen la Comunidad Autónoma de Madrid.
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2. Muestrasahumadas

Las muestras de salmón atlántico, trucha arco iris y palometa

ahumadosse adquirieronen distintos centroscomercialesde la Comunidad
Autónomade Madrid. Lasmarcascomercialesfueron lassiguientes:

• Salmón: Ahumados Doniinguez (Alcorcón), Skandia (Málaga),

Valkiria (Málaga), El Rey Vikingo (Málaga), Wonder (Paría) y

PescaderíasCoruñesas(Madrid)

• Trucha: Eurosalmón (Alcorcón), Pryca (Madrid), Skandia

(Málaga), AhumadosDominguez (Alcorcón), Wonder (Paría) y

PescaderíasCoruñesas(Madrid).

• Palometa: AhumadosDomínguez (Alcorcón), Skandia (Málaga),
Validria (Málaga)yWonder(Paría).

111.1.2.2,2. Tejidoovárico

1. Muestrasfrescas

Las huevasu ovariosde salmónatlánticoy de truchaarco iris fueron

simiinistradaspor MARCULTURA S.A. (La Coruña), empresadedicadaal

engordede salmónidos.Dichos tejidos se mantuvieronen refrigeracióncon

hielo hasta su llegada al laboratorio. Las muestras correspondieron

aproximadamentea 25 individuosde cadaespecie.

2.Muestrasahumadas

Lasmuestrasdehuevasahumadasanalizadasestabanetiquetadascomo

salmón y perteneciana las marcascomercialesRoyal (Barcelona), SOF

(Madrid) y Skandia(Málaga).

111.1.3.PRODUCTOSY REACTIVOS

Los productosquímicos y biológicos utilizadosen los expenmentos

descritosen este trabajo fueron suministradospor alguna de las siguientes

firmas: Panreac (Barcelona, España), Sigma (St. Louis, USA), Merck

(Darmstadt,Alemania),Pharmacia(Uppsala,Suecia),BoebringerMannheim
(Barcelona,Madrid), Fluka(Buchs, Switzerland),Difco (Detroit, USA), Life
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Technologies (Maryland, USA), Biotools (Madrid, España), Finnzymes

(Espoo,Finland),BioVentures(Tennessee,USA), Isogen(Utrecht,Holanda),

Ecogen (Barcelona, España), BioRad (Hercules, USA), New Englaud

BioLabs (Beverly, USA).

Los reactivosempleadosen las técnicasgenéticaseranreactivospara

biologíamolecular,esdecir, libres de ADNasas,AiRNasasy ADN.

111.2. MÉTODOS

111.2.1.OBTENCIÓNDE EXTRACTOSANTIGÉNICOS

111.2.1.1.Extracción de las proteínas muscularessolubles

La identidad biológica de las muestrasutilizadas como antígenos

(Salmosalar, Oncorhynchusmykissy Bramorau) fue comprobadain sim en

la industria transformadoraAhumadosDomínguez,S. A. atendiendoa sus

característicasmorfológicas.

Parala preparaciónde los extractosantigénicosde salmón, truchay

palometaahumados,40 g de tejidomuscularsehomogeneizaronen 200 ¡nI de

soluciónsalina(8,5 gIl NaCí),semantuvieronenagitacióndurante2 h a 200(1?

y secentrifugarona 3.500x g durante30 mlix a 100C. Los sobrenadantesse
filtraron a travésde un papel de filtro Whatmanni, se liofilizaron y se

almacenaronen envasesherméticosen refrigeración a 40C hasta su uso

(Figura 11). El extractoantigénicocorrespondientea las proteínasmusculares

solublesobtenidasde salmón ahumadose denominó PSS,el de proteínas
muscularessolublesde truchaahumadaPSTy el depalometaahumadaPSP.

111.2.1.2.Determinación de la proteína

La determinacióndel contenidoproteicode los extractosantigénicos
de pescadoahumadose realizó segúnla técnicade Lowry modificadapor

Markwelly col. (1978).Estatécnicase basaen el desarrollodel colorque se
produceal reaccionarlas proteínascon iones cúpricosy con el reactivo de

FolínCiocalteauendosetapasquesedescribena continuación:
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1. En condicionesalcalinas,el cobre(Cu2~) forma un complejocon los

enlaces peptidicos de las proteínas (reacción de tipo Biuret),

reduciéndosea Cuh.

2. El Cu~, junto con la tirosinay el triptófano,reaccionaconel reactivode
Folín Cíocalteauoriginando un compuestoinestableque se reduce

lentamentehastadar lugar al reactivo molibdeno-túngsticode color
azul. Dependiendofundamentalmentede su contenidoen tirosina y

triptófano,lasproteínasproducenun colorazulde distinta intensidad.

Estatécnicaponede manifiestolos grupos fenolesde las proteínasy
por ello, esnecesarioevaluarlos resultadosenrelaciónconuna curvapatrón

construidaconanterioridad.

El método permite medir entre 10-100 gg/ml y, como en cualquier

técnicacolorimétrica, existen variacionessegúnla proteínaque se mida y
segúnlascondicionesdel ensayo.

Reactivos:

• SoluciónA: Na
2CO3al 2%, NaOH al 0,43$, dodecil sulfato sódico

(SOS> al 1% y tartrato sódico potásico (NaKC4H4O6.4H20)al
0,16%enaguadestilada.

• SoluciónB: CuSO4.5H20al 4% enaguadestilada.

• SoluciónC: Seobtienemezclando100 volúmenesde la soluciónA

con 1 volúmende la soluciónB.

• SoluciónO: Reactivode Folín Ciocalteaudiluido en aguadestilada

en la proporción1:1 (y/y).

Procedimiento:

La determinaciónde la proteínaserealizóendosetapas:

1. Se construyóla rectapatróna partir de una batería de tubos que

contenian1 ml de aguadestiladay entre 10-100 gg de proteína

muscularsoluble.Las muestrassediluyeronen el mismo volumen

(1 mi) y se preparóun blancoconaguadestilada.
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2. Se añadieron3 ml de la soluciónC a cadatuboy, despuésdeagitar,

se dejaron los tubos en reposo a 200C durante 45 minutos. A

continuación,seañadieron0,3 ni] de la soluciónD a cadatuboy de

nuevo, despuésde agitar, se dejaronlos tubos en reposoa 200C
durante45 minutos.Finalmentesemidió la absorbanciaa 660nm.

111.2.2.OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES

Los anticuerpospoliclonalesse encuentranen el suerode los animales

de laboratorio sometidos a la exposición continuada a un antígeno.

Constituyenunamezclaheterogéneade anticuerposprocedentesde muchos

clones de linfocitos B, que reaccionanfrente a distintos determinantes

antigénicos(Figura 12). La afinidady especificidadde estosanticuerposvaría
según los lotes de animales empleadosen la inmunización, por lo que

generalmenteesprecisopurificar los inmunosuerosantesde su utilización en
los imnuuoensayos.

111.2.2.1.Pauta de inmunización

Para obtenerlos inmunosuerosse emplearon3 lotes de 2 conejos
machosde la razaNuevaZelandade 3-3,5 Kg depeso.Al primer lote se le

inoculó el extracto antigénicode proteínasmuscularessolublesde salmón

ahumado (PSS>; al segundo lote el extracto antigénico de proteínas

muscularessolublesde truchaahumada(PST); y al tercer lote el extracto

antigénico de las proteínasmuscularessolublesde la palometaahumada

(PSP).

La inmunización de cada lote comenzócon dos inoculaciones(una

intradénnica,envarios puntosde la espaldadel animal,y otraintramuscular)

del extractoantigénico correspondiente(5 mg de proteína)emulsionadoen
0,5 ml de AdyuvanteCompletode Freundy 0,5 ml de solución salinaestéril

(CINa al 0,85%). Las inoculaciones se prolongaron durante 4 meses a
intervalosde 1-2 semanas(Tabla6), sustituyendoel AdyuvanteCompletode

Freundpor el Incompletoa partir dela segundainoculación.
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Tabla 6. Pata de inninnizsciénsdeks conejospor inoculaciónde frs extractos
dcsahuáztniehay

antigénicos ..

EXTRACTOSM4TIGENICOS

Días ¡‘SS
(mg)

¡‘ST
(mg)

PSP
(mg)

SSE
(mi) (mi)

o

13 5

20 5

22 5

41 5

55 5

62 5

97 5

122 5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

0,5 0,5

0.5

1

0,5

0,5

1

0,5

1

PSS:ProteinaSolublede Salmón
PST: ProteínaSolublede Trucha
PSP:ProteínaSolubledePalometa
SSE: SoluciónSalinaEstéril
ACF: AdyuvanteCompletode Freund
AIF:AdyuvanteIncompletode Freund
SC: Inoculación Subcutánea
ID: InoculaciónIntradérmica

IM: InoculaciónIntramuscular
S~: Sangríainicia]
Si: Sangríadía20
S~: Sangríadía41
S3: Sangríadía62
54: Sangría día 97
55: Sangríadía 122

ACF AIF’
(mi)

Inocuiaeión Sangría

So

Sc

0,5 Sc

1

SI

ID/IM

0,5 SC

0,5

52

Sc

1

0,5

ID/INrI

Sc

ItvI1

53

54

SS
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Antes de la primerainoculacióndel extractoantigénicoserealizóuna

sangríainicial (Sa)paracomprobarla ausenciade reactividadde los suerosde

los animalesfrenteal antígenocorrespondiente.Así mismo,a los 20, 41, 62,

97 y 122 díasde la primerainoculación,serealizaronsangríasparcialesde la

arteria central de la oreja, con el fin de verificar la eficacia de la

inmunización.

Antes de procedera la sangríafinal de los conejos, se comprobó,

mediante la técnica del ELISA indirecto, que el titulo de los sueros
procedentesde lassangríasparcialeserasuficiente.

111.2.2.2. Sangría final

Pasados130díasdel comienzodelprocesode inmunizacióny unavez

comprobadoque el titulo de los ininunosuerosera el adecuado,se efectúola

sangríafinal (SE)de los animales.Paratal fin seanestesiaronlos animalespor

vta intravenosaen la venamarginal de la orejacon pentobarbital(35 mg/kg
de peso).A continuación,se colocaronsobreunamesaen decúbitosupino,

inmovilizándoleslas cuatro extremidadesy, seguidamente,se les introdujo

unaaguja (18G) entreel cuartoy el quinto espaciointercostalde la región

torácica. Cuando la aguja ya estaba en posición intracardiaca, se fije

recogiendola sangreen tubos de vidrio hastael desangradocompleto del

animal.

¡11.2.23.Obtencióny conservacióndel suero

La sangresemantuvo3 horasa temperaturaambienteparafacilitar la

formacióndel coágulo.A continuación,seseparócuidadosamenteel coágulo

de las paredesde los tuboscon ayudade unaespátulay semantuvoa

durante 18 h parafavorecersu retracción.El suerose trasvasóa tubosde
centrífugay secentrifugó durante20 miii a 3.000x g a unatemperaturade

4’C. El sobrenadanteobtenidosedividió enalícuotaspreviaadición de azida

de sodio (0,01% p/v>. Los viales de vidrio que contenían el suero se

conservaronencongelacióna -20%?,hastael momentodesuutilización.
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111.2.2.4. Purificación pardal de los inmunosueros

Los inmunosuerosobtenidosfrente a las proteínassolublesde salmón

ahumado(anti-PSS),truchaahumada(anti—PST)y palometaahumada(anti-

PSP),sepurificaronparcialmentemedianteprecipitaciónselectivacon sulfato

amónicoal 50%.

La precipitacióncon sulfato amónico es uno de los métodosmás

utilizadospara la separaciónde las proteínasde una solución acuosa.El

métodose basaen que las proteínassolublesformanpuentesde hidrógeno

con las moléculasde aguaatravésdesusgrupospolares.Cuandoseañaden

concentracioneselevadasde ionesfuertementecargadoscomo el amonioy el

sulfato, éstos compiten con las moléculasproteicaspor el agua. De esta

fonna, las proteínas, al perder su unión con las moléculas de agua,

disminuyensu solubilidad, lo que origina su precipitación.La concentración

desulfatoamóniconecesanaparaprecipitarlasinmunoglobulinasvaríaconla

especieanimal de la queproceden,aunquela másconvenienteen la mayoría

de los casosesunasoluciónal 50%(Harlowy Lane, 1988).

La precipitaciónde las inmunoglobulinasde los inmunosuerosmili-

PSS,anti-PSTy anti-PSPse realizó de acuerdocon la técnicadescritapor

llarlow y Lane(1988).Paraello:

- Secentrifugaronlomldesueroa3.Oooxgdurante3ominyel

sobrenadanteseIrasvasóa un vasodeprecipitado.

- Se añadieron(gotaa gotay agitandoal mismo tiempo) 10 ml de

sulfato amónicosaturado(76,1 g de (NF142.S04en 100 ml de agua

destilada)cuyo pH se babia ajustado a 7,4 con NaOH 1 N

inmediatamenteantesdesuempleo.

- La mezclasemantuvo en reposouna nochea 40<3 y se volvió a

centiifúgar a 3.000 x g durante 30 mm para recuperar las

inmunoglobulinasprecipitadas.

- Eliminado el sobrenadante,las inmunoglobulinaspresentesen el

sedimentose resuspendieronen 5 ml de tampón fosfato salino
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(PBS, de pH 7,2) y, a continuación,sedializaronen tampónPBS

con azida de sodio (10 id/ml) durante 16 h a 40<3~ Finalizadala

diálisis, las imnunoglobulinassedistribuyeronenalícuotasde 5 ml,

manteniéndosea-200Chastasu utilización.

111.2.2.5.Neutralizacióndelsueroconantigenosdeespeciesheterálogas

Con el fin de evitar las reaccionescruzadasde los anticuerpos

policlonalesfrentealasproteínasdeespeciesdepescadodistintasdeaquellas

frentea lasque seobtuvieron,seprocedióa suneutralización.Paraello, los

anticuerposanti-PSS, anti-PST y anti-PSP, diluidos 1:2.000 en PBSTM

(tampónPBS conun 1% deTween20 y un 1% de lechedesnatadaenpolvo),

semezclaroncon unacantidadapropiadade los extractosantigénicosde las

especiesheterólogasde pescadoahumado.El suero anti-PSSsebloqueócon

0,5 mg del extractoantigénico de trucha (PST) y 0,5 mg del de palometa

(PSP)por ml desuerodiluido. El sueroanti-PSTsebloqueócon 1,5 mg1mlde

los extractosantigénicosde salmón(PSS)y de palometa(PSP),y el suero

anti-PSPsebloqueócon 0,1 mg/ml de los extractos antigénicos de salmón

(PSS) y de trucha (PST). Las mezclasde cada suero con los extractos

antigénicos heterólogos se incubaron durante 1 h a 370<3 y se utilizaron

directamenteen la técnicadeELISA indirecto.

111.2.3. T CNICAS INMUNOENZIMÁTICAS

111.2.3.1. Técnica del ELISA indirecto

En estatécnica, los antígenosse fijan por adsorciónpasiva a una

superficie inerte (placas de poliestireno de 96 pocillos o paletas de

poliestireno).A continuaciónseincorporanlos anticuerposespecíficos,queal

reconoceral antígenoquedanunidosa él. El complejoformadosedetectapor

un segundo anticuerpo marcado con una enzuna, que reconoce como

antígenosa los anticuerposespecíficos.La reacciónse visualiza porqueal

actuar la enzima sobre un sustrato adecuado se libera un compuesto

coloreado,quesepuedecuantificarespectrofotométricamente(Figura 13).
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111.2.3.1.1.Preparaciónde la muestraanúgénica

Para la preparaciónde las muestrasde salmón, truchay palometa

utilizadascomoantígenosen la técnicadeELISA indirecto, seprocediócomo

sedescribea continuación:40 g de salmón,truchao palometaahumadosse

homogeneizaronen 200 ml de solución salina (8,5 g/l Nací), se agitaron

durante2 1 a 20%?y secentrifugarona 3.500x gdurante30 mm a 100<3. Los

sobrenadantesse filtraron atravésde un papel de filtro Whatmann0 1 y se

analizaroninmediatamenteo seconservarona -20%?hastasuuso.

Para su utilización en el ELISA indirecto, las muestras de salmón se

diluyeron1 300entampónPBS, lasmuestrasdetrucha 1:45 y lasmuestrasde

palometa1 800enel mismotampón.

111.2.3.1.2.Anticuerpos

Se utilizaronlos anticuerposanti-PSS(anti-proteinade salmón),anti~

PST (anti-proteína de trucha) y anti-PSP (anti-proteina de palometa),

parcialmentepurificadosmedianteprecipitaciónde las inmunoglobulinascon

sulfato amónico (ver sección 111.2.2.4) y neutralizadoscon los extractos

antigénicosde lasespeciesheterólogas(versección111.2.2.5).

111.2.3.1.3.Conjugado

Seempleóun conjugadocomercialdeanti-inmunoglobulinasdeconejo

obtenidasencabray marcadasconla enzimaperoxidasade rábano(Dako).El

conjugadoseutilizó diluido 1:2.000entampónPBSTM.

111.2.3.1.4.Tamponesyreactivos

a)TampónPBSdepH 7.2

NaCí (0,14M) 8,Og

Na
2HiPO4.12H20 (8,1 mM) 2,9 g

KH2PO4 (1,5mM) 0,2g

KCI (2,7mM) 0,2g

Aguadestilada II
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b) TampónPBST

Sepreparacomoel tampónPBSy sele añadeun 1%de Tween20.

c> TampónPBSTM

Se preparacon el tampón PBST y se le añade un 1% de leche

desnatadaenpolvo.

d) Sustrato

El sustrato empleado Iñe la solución 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina

(TMB> (BoehringerMannheim). Despuésde 10 mm de incubación, la

reacciónseparóconH2S04 1 M.

e) Solucióndetapizado

Gelatunaal 1%entampónPBS.

111.2.3.1.5.MetodologíadelELiSA indirecto

Los pocillos de unaplacade ELISA se sensibilizaroncon 100 id del

antigenocorrespondiente,diluido en PBS,y laplacaseincubédurante1 h a

37%?, tras lo cual selavé 5 vecescon tampón PBST. A continuación,para

tapizarlaszonasdel pocillo enlasqueno sehubieraadsorbidoel antígeno,se

añadieronacadapocillo 200 1d de gelatinaal 1% en tampónPBS.La placase

mantuvo30 miii a 37<’C y los pocillos selavaron5 vecescon tampón PBST

paraeliminarel excesodegelatina.Seguidamente,seañadieronacadapocillo

100 ,tI de los anticuerposneutralizados,diluidos enPBSTMy seincubaronen

agitación durante1 h a temperaturaambiente.Finalizadala incubación,los

pocillos selavaroncinco vecescon tampónPBSTpara eliminar los antigenos

heterólogosy los anticuerposlibres.A continuación,sedepositaron100 gí del

conjugadodiluido entampónPBSTMy, de nuevo,la placasemantuvoen el

agitadorde placasdeELISA durante1 h a temperaturaambiente.Tras lavar

los pocillos cinco veces con agua destiladapara eliminar los restos del

conjugadolibre, seañadierona cadapocillo 150 ¡II del sustratoTMB y la

placa seagité durante10 mm atemperaturaambiente.La reacciónseparé

adicionando~o ~tlde H2S04 1 M. El color azul, resultantede la degradación
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del sustratopor la enzima,vira a amarillo al pararla reacción.La intensidad

de la reacciónsecuantificómidiendola absorbenciadecadapocillo a450mu

enun lectorespecirofotométricodeplacasdeELISA.

En cadaensayoserealizaronlos siguientescontroles:

- Controldelantígeno:gelatina+ anticuerpo+ conjugado+ sustrato

- Controldelanticuerpo:antígeno+ gelatina + conjugado+ susirato

- Controldelconjugado:gelatina-4- conjugado+ sustrato

- Controldel sustrato:gelatina+ sustrato

Si la absorbanciaa450 nmde alguno de los controleseramayor de

0,150el experimentoseconsiderabanulo.

111.23.2.TécnicadelELISA indirectoen paletas

La técnicadel ELISA indirecto en paletases una técnicarápida y

sencilla,querequiereescasoinstrumentalparasudesarrollo

111.2.3.2.1.Preparaciónde la muestra

La preparaciónde lasmuestrasdesalmón,truchay palometautilizadas

como antígenosen la técnicade ELISA indirecto en paletassellevó a cabo

como se describeen la sección111.2.3.1.1.

Las muestresantigénicasde salmón, truchay palometase utilizaron

diluidas 1:10en PBS,

111.2.3.2.2.Anticuerpos

Se utilizaron los anticuerpospoliclonalesanti-PSS,anti-PSTy anti-

PSP previamenteneutralizadosy diluidos 1:2.000 en PBSTM (sección

111.2.2.5).El sueroanti-PSSse neutralizócon 0,75 mg de PSTy 0,5 mg de

PSPpormililitro desuerodiluido. El sueroanti-PSTseneutralizócon 1,5 mg

de los extractosantigénicosPSSy PSP,y el suero anti-PSPfue neutralizado

con 0,1 mg delos extractosanuigénicosdesahnóny trucha.
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111.2.3.2.3.Conjugado

Seempleóunconjugadocomercialdeanti-imnunoglobulinasdeconejo

obtenidasen cabray marcadascon la enzimaperoxidasade rábano (Dako),

diluido 1:1.500enPBSTM.

111.2.3.2.4.Tamponesyreactivos

Todos los tamponesy reactivosseprepararoncomo sedescribeen la

sección111.2.3.1.4.

111.2.3.2.5.MetodologíadelFUSAindirectoenpaletas

Las paletasde poliestireno (Nunc) se introdujeron en criotubos de

polipropileno (Nunc) en los que se habíadepositado 1 ml de la muestra

antigénicacorrespondiente(Figura 14). Durante 15 miii, se enroscarony

desenroscaronvarias veces los taponesde los criotubos para facilitar la

adsorciónde los antígenosa las paletas. A continuación,las paletasy los

criotubosselavaroncuidadosamentecon aguacorrienteevitandoinvertir los

tapones.Seguidamente,laspaletasseincubarondurante15 minutoscon 1 ml

de los anticuerpospoliclonalesneutralizadoscorrespondientes,diluidos en

PBSTM. Finalizadala incubación,las paletasselavaronde nuevocon agua

del grifo paraeliminar aquellosanticuerposqueno hubiesenreaccionado.A

continuación, se incubaronlas paletasdurante 15 minutos con 1 ml de

conjugadodiluido en PBSTM. Tras lavar las paletascon aguadel grifo para

eliminar los restos de conjugadolibre, se introdujeron en un criotubo que

contenía1 ml de sustrato.La reacciónpositiva se identificó visualmentepor

el desarrollode colorazul.Todaslasincubacionesserealizarona 200C.

111.2.4.TÉCNICASGENÉTICAS

fl1.2.4.1.Elecciónde los marcadoresgenéticos

Para la elección de los marcadores,se comenzópor realizar una

búsquedabibliográfica de secuenciasde genes que pudieran resultar

adecuadosal objetivo de este trabajo. Interesabangenes con regiones

conservadasen diferentesespeciespara amplificar el mismo fragmentode

ADN en todasellas, pero a la vez, quetuvieransuficientesdiferenciascomo
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paradistinguirunaespeciedeotra.

Finalmente se eligieron tres genes mitocondriales (citocroino

cítocromooxidasa11 y 165ARNr) y dosgenesnucleares(SS ARNr ypS3).

111.2.4.2.Diseñode cebadores

Los cebadoresutilizados para amplificar los marcadoresgenéticos

elegidosseexponenacontinuación:

1112.4.2.1.GenCitocromob

CY’TB-1: 5’-CCA TCCAAC ATC TCA GCA TGA TGA AA- 3’ (26

nucleétidos,Tm = 69”C)
CYTB-2: 5’-CCC CTC AGA ATG ATA TTT GTC CTC A- 3’ (25

nucleótidos,Tm 6RC)

EstoscebadoresIherondiseñadospor Barletty Davidson(1991),para

la amplificacióndeunaregiónconservadadelgencitocromob en especiesde

túnidos.

La síntesisde los oligonucleótidosCYTB-l y CYTB-2 serealizóen el

CentrodeSecuenciaciónAutomatizadadeADN, ubicadoen el Departamento

deMicrobiologíaII delaUniversidadComplutensedeMadrid.

111.2.4.2.2.GenCitocromooxidasa11 ((2011)

Paradiseñarcebadoresque amplificaran el gen mitocondrial de la

subunidadII de la citocromooxidasa(<3011), se buscaronlas secuenciasde

este gen disponibles en lasbasesdedatosGenBanky EMBL A continuación,

utilizando el programaPRIME del paqueteinformático Genetic Computer

Group(GCG,UniversidaddeWisconsin),sediseñaronlos cebadoresCYTO-l
y CYTO-2 sobrelassecuenciasdisponiblesdelgen<3011desalmóny trucha.

Con el programa FASTA del mismo paquete informático, se

compararonlas secuenciasde los cebadoresdiseñadoscon toda la basede

datosde secuenciasparacomprobarla concordanciade éstoscon el gen <3011

en todas las especiesdisponibles.La síntesis de los cebadoresCYTO-l y

CYTO-.2 la realizóunacasacomercial(ISOGEN).
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CVTO-I: 5’-T<3<3 nc Afl TTC ACG ACC- 3’ (18 nucleétidos)

CYTO-2:5’-TGC GTC CAT TU? TAC ACC- 3’ (18 nucleótidos)

111.2.4.2.3.Gen16SARNr

Los cebadores16S-l y 16S-2, utilizadosparaamplificarpartedel gen

16S ARNr, sediseñaroncomo seha descritoen el gen <3011,a partir de las

secuencias disponiblesen las basesde datosGenBanky EMBL y utilizando

losprogramasdelpaqueteinformáticoGCG.

Las secuenciasde nucleótidos de estos cebadores, que fueron

sintetizadospor ISOGEN,son:

16S-1:5’-CAC CAC AAC ATA CAT ACC <3-3’ (19 nucleétidos)
165-2: 5’-CGT TAA A<3C CAl AGT CAC AG- 3’ (20 nucleótidos)

111.2.4.2.4.Genp53

Kussery col. (1994),diseñaronestepardecebadoresbasándoseenuna

región deADN complementariodel gensupresordetumorespS3de la trucha

arco iris. Los cebadoresp53-5y p53-7amplificanlos exones5 y 6 de dicho

gen,entrelos queseencuentrauit intrón.

p53-5: 5’-ACT <3GC CAG ACC TGA ACA AG- 3’ (20 nucleótidos,

Tm=57%2)

pS3-7: 5’-CTG AGO AGO <31<3 ATA GGG GA- 3’ (20 nucleótidos,

Tm=590C)

La síntesisdeestoscebadoresserealizó en el Centrode Secuenciación

Automatizadade ADN de la U.C.M.

111.2.4.2.5.GenSSARNr

En los organismoseucariotassuperiores,el gen55 ARNr constadeuna

secuenciaconservadade 120 pb y de un espaciadorno codificante(NTS) de

longitud variable. Pendas y col. (1995), diseñaronlos cebadoresque a

continuaciónsedetallanbasándoseen la regiónconservadadel gen55 ARNr

de la truchaarcorns.

55-1: 5’-TAC GCC CGA TCT CGT CCG ATC- 3’ (21 nucleótidos,
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Tm=630C)
58-2: 5’-CAG GCT GGT ATG GCC GTA AGC- 3’ (21 nucleótidos,

Tm =630<3)

La localizaciónde los cebadores5S-l y 5S-2 en la región codificante

SS correspondea los nucícótidos1-21 y 2445,respectivamente.

El Centro de SecuenciaciónAutomatizadade ADN de la U.C.M.

sintetizóestosoligonucleótidos.

111.2.42.Extracción del ADN

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron diversosmétodosde

extraccióndel ADN apartir demuestrasdepescadofrescoy ahumado.(Leird

y col., 1991; BartlettyDavidson, 1991;Taggartycol., 1992; DeSailey col.,

1993).

111.2.4.3.1.MétododeextraccióndeLairdycol (1991)

Esteprotocolofue descritopor Laird y col. (1991),parael aislamiento

de ADN a partir de tejidosde mamíferos.Paraello sehomogeneizaron100

mg demuestra(tejidomuscular)con500 L’1 detampóndelisis (100mM Tris-

HCI, PH 8,5; 5 mM EDTA; 0,2% SDS; 200 mM CINa) y 200 ¡ig/mI de

proteinasaK. La lisis se desarrollóa 550<3 durante toda la noche y a

continuaciónsecentrifugóel Usadoa 15.000x gdurante10 mm

El sobrenadantese añadióa otro tubo que conteníaun volúmenigual

de isopropanoly semantuvoa .800<3 durante30 minutos.El ADN precipitado

seseparéporcentrifugacióna 15.000x g durante20 mm y selavó dosveces

con etanol (70%), en agitación, durante una hora. Tras una última

centrifugación, se decantó el etanol, se secó al vacio el sedimentoy se

resuspendióel AUN en 100 3d deaguaestéril.

111.2.4.3.2.MétododeextraccióndeBartleítyDavidson,(1991)

El método fue desarrolladopor Bartlett y Davidson(1991), para la

extracción de ADN de túnidos y estábasadoen un procedimientodescrito

previamenteparael aislamientode ARN (<3homczynskiy Sacehí,1987). En
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estecaso,3,5 g de muestra(tejido muscular)setrocearony homogeneizaron

con 10 ml de tampónde lisis (4 M tiocianatode guanidina,25 mM citrato

sádico,0,5%sarcosyly 0,1 M 2-mercaptoetanol)y 1,5 ml deacetatosádico2

M. Posteriormente,se añadieron10 ml de fenol saturadoen aguay 4 ml de

clorofonno-alcoholiscainílico(49:1). Se agitó vigorosamentey se depositó

en hielo durante 15 miii. A continuación,las muestrasse centrifugarona

10.000 x g durante 20 min a 40<3 y los sedimentos se lavaroncon 5 ml de

etanol (70%) helado. Finalmente, se secó a vacío el sedimento y se

resuspendióenaguaestéril.

111.2.4.33.MétododeextraccióndeTagganycol. (1992)

Este método fue desarrollado por Taggart y col. (1992) para el

aislamientorutinario de AUN de salmónidosy serealizócomosedescribea

continuación: 100 mgde muestra(tejidomuscular)semezclaroncon 390 u1
detampóndelisis (0,2 M EDTA., 0,5%sarcosyl)y 10 ¡±1deproteunasaK (20

mg/inI) y la mezclase incubodurantetoda la nochea 420<3. Tennunadala

lisis, seañadieron2 ixl de ARN-asa(10 mg/mI), seagitó la mezclay seincubó

1 h a 37%?.A continuación,seañadieron400 gl de fenol (equilibradoapH 8).

Los tubosseagitaronvigorosamentedurante20 s y mássuavementedurante

10 miii. Seguidamente,seañadieron400 gí de cloroformo-alcoholisoanillico

(24:1) y se agitó de la mismamaneraque con el fenol equilibrado. Se

centrifugaronlostubosa 12.000x gdurante3 mm. La faseacuosaserecogió

con unapuntade pipetaanchapara evitar dañarla moléculade AUN y se

depositóenun tubo limpio junto con2 volúmenesde etanolhelado,dondese

dejó precipitardurante10 miii. Posteriormente,se centrifugóy selavó dos

vecesel sedimentodurante 1 h con etanol (70%). Finalmente,el sedimento

lavadosedejó secaratemperaturaambientey el ADN seresuspendióen 100

gí de aguaestéril.

111.2.4.3.4.MétododeextraccióndeDeSailey coL (1993)

Este métodopermiteextraerADN total (genómicoy mitocondrial)a

partir de tejidos animales.El protocolo se desarrollócomo se describe a

continuación:100mg de tejido muscularu ováricosehomogeneizaronen500
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gl del tampóndeextracciónTSM (0,2M Tris-base,0,1 M EDTA, 1% SDS)y

6 pl de proteunasaK (20 mg/mI). Las muestrasseincubarontoda la nochea

550<3 en agitación.Despuésde la incubación,los tubossecolocaronenhielo

durante 30 mm, se centrifugaron a 11.500 x g durante 10 miii y los

sobrenadantessetransfirierona tuboslimpios, El ADN seextrajo dos veces

conun volumenigual de fenol-cloroformo-akoholisoamilicoenunarelación

25:24:1,y otra vezcon un volumen igual de cloroformo. Seguidamente,el

ADN seprecípitócon dosvolúmenesde etanola ~200<3durante30 miii. Se

centrifugóa 15.000x g durante10 miii, sedescartóel etanoly seresuspendió

el ADN en 500pl detampónTE (10 raMTris-H<3l, pH 7,6; 1 mM EDTA). A

continuaciónse añadieron50 pl de acetatoamónico5 M y 1 ml de etanol

absolutopasaprecipitarel ADN por segundavez. Trasinvertir variasvecesel

tubo, sedejóreposar20 miii a~20úC.Finalmente,secentrifugó a 15.000x g

durante10 miii, sedescartéel etanol,sedejósecarel sedimentodeADN y se

resuspendióen 100 gl de aguaestéril. La concentraciónde AUN se estimó

midiendola absorbanciaa 260nm.

lliL2.4.4. Estimación de la concentración y calidad del ADN

Paraestimarla concentraciónde ADN se puedeemplearun método

electroforético(analizandola muestraproblemaen un gel de agarosajuntoa

patronesdeconcentraciónconocida)y/o un métodoespectrofotométrico.Para

cuantificarel ADN o ARN espectrofotométricamenteserealizanlecturasde

unadilución adecuadadela muestraa260nm (absorbanciamáximade ADN

y ARN) y 280mxi (absorbanciamáximade lasproteínas).La lecturaa260nm

permitecalcularla concentracióndeácidonucleicoen la muestra.Unaunidad

de densidadóptica (1 D.O.) conespondeaproximadamentea 50 ¡igfml de

ADN bicatenario,40 pg/ml deADN monocatenario o ARN y a 20 pg/ml de

oligonucleótidomonocatenario(Sambrooky col., 1989).

ADN/ARN Absorbanciamáximaa 260 mu

Proteínas Absorbanciamáximaa 280 nm

Salesminerales Absorbanciamáximaa 230nm

La pureza del ADN se compruebautilizando las relaciones de
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absorbanciaABS 2601280 y 230/260.UnamuestradeAUN purapresentauna

relación ABS 260/280 comprendidaentre 1,8-2,0. Si existe contaminación

con proteínaso fenol, la relaciónserásignificativamentemenor. La relación

ABS 230/260debeestarcomprendidaentre0,3 y 0,7.

Por lo tanto, para que nuestramuestrade AUN tengauna calidad

aceptable:

ABS 260/280= 1,8-2,0

ABS 230/260= 0,3-0,7

La integridad del AUN obtenido se puede apreciar

electroforéticamente.Para ello, las muestrasde AUN se sometierona

electroforesisen un gel de agarosaD-l (Hispanlab) al 1,5% disuelta en

tampónTAE (0,04 M Tris-acetato,0,001 M EDTA) al quese incorporaron

0,5 gg/ml debromurode etidio paravisualizarel AUN bajo luz ultravioleta.

LabandadeAUN extraídosecoxnparócon el patrónXIV, marcadorde peso

moleculardeADN (BoebringerMannheim).Cuantomásíntegroestáel ADN,

la banda que se observaestá más definida y es de mayor tamaño; sin

embargo,un AUN difuminadoen el gel y de un pesomolecularpequeñoes

unAUN degradado.

HI.2.4.5. Amplificación de fragmentosseleccionadosde ADN por la
reacciónencadenadela polimerasa(PCR)

Para amplificar los fragmentos génicos seleccionados (sección

111.2.4.1)seutilizó la reacciónen cadenade la polimerasa(P<3R),utilizando

AUN extraído de las muestrasde salmón, trucha y palometa (sección

111.2.4.3)y loscebadoresdescritosen la sección111.2.4.2.

Las reaccionesde amplificaciónpor P<3R se realizaronen tubos de

polipropilenoestérilesde paredtina y capacidadde0,6 ml. El volumenfinal

de cadareaccióntite dc 50 j.d. La preparaciónde las reaccionesserealizóen

unacampanade flujo laminar equipadacon lámparaultravioletaparaevitar

contaminaciones.Cadareaccióncontenía:
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• Tampón de P<3R (Tris-lIC lOmM, pH 8,8; K<3l 50 mM y 0,1%

Triton X-l0O). Suministradopor el fabricanteauna concentración

10vecessuperiora la deuso.

• CI2Mg 1,5 mM

• dNTIPs: 200 fiM de cadadesoxinibonucleótidotrifosfato (dATP,

d<3TP,dGTPy dTTP).

• Cebadores

•ADN
• 2 U de ADN polimerasaDynaZyme II (procedentede Thermus

brocktanus)

• Aguaestéril(c.s.p.50 itt)

Las concentracionesde ADN, cebadoresy cloruro magnésicose

optimizaronpara cada gen y juego de cebadoresutilizado y, en todos los

ensayos, se preparabaademásuna reacción de control negativa que no

conteniaADN. Una vez incorporadosal tubo todos los componentesde la

reacción,seagitarony secentrifugaronbrevementepara depositarla mezcla

en el fondo del tuboantesde introducirlosen el tennociclador.La adición de
aceitenuineral no es necesaria,puestoque el termocicladorutilizado (mod.

“Progene”,Techne)poseetapacalefactadaqueevita la evaporacion.

Una vez finalizados los ciclos de temperaturaprogramados,los

productosdePCRseconservarona 40<3 hastacomprobarelectroforéticainente

el resultadode la amplificación. A continuación,los tubos que contenían

productosdeinterésseconservarona -20~<3hastasuutilizaciónposterior.

A continuaciónsemuestranlascondicionesde lareaccióndePCRpara

cadaparejadecebadores:

111.2.4.5.1.AmpQficacióndelgencitocromob

Con los cebadores<3YTB-l y CYTB-2 seamplificó un fragmentodel

gencitocromob de358pb apartir demuestrasfrescasy ahumadasde salmón

atlánticoy truchaarcoiris.

La reacción de PCR se preparóincorporando a los componentes

comunesde la mezcla(tampónPCR lOx, CI2Mg, dNTPs, polinierasay agua)
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50-1.000ng deADN y 10 pmol de cadacebador(CYTB 1 y <3YTB 2). Una

vezmezcladostodoslos componentesde la reacción,los tubossesometieron

a los siguientesciclosdetemperatura:

94%?

920<3

500<3

720<3

720<3

3 miii

luun

lmun

2 mm

?1

}
10mw }

xl

x30

xl

111.2.4.5.2. AmpftficacióndelgenCOl)’

La utilización de los cebadores

amplificarun fragmentode464pb apartir

salmónytrucha.

<3YTO-l y <3YTO-2 permitió

demuestrascrudasy ahumadasde

Cadareacciónde amplificacióncontenia2-20 ng de AUN y 50 pmol

decadacebador.Los ciclosdetemperaturautilizadosfueron:

940<3

940<3

490<3

72~C

3 miii

30 seg

30 seg

Imin

ji. xl

x3

111,2.4,5.3,Ampl~icacióndelgen168ARNr

Con la parejadecebadores165-1y 165-2,seamplificó un fragmento

de 950 pb del gen mitocondrial 165 ARNr a partir del AUN de muestras

frescasy ahumadasde salmóny de trucha.

Paraello seutilizaron20-50ngde ADN y 50 pmol decadacebadoren

lasreaccionesdeamplificación.Los ciclos térmicosempleadosen la reacción

encadenadela poliuuerasafueron:

940<3 3 mm }xl
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920<3

550<3

720C

30 seg

30 seg

1mw

} x35

111.2.4.5.4.Amplq9cacióndelgenp53

Utilizandolos cebadoresp53-5y p53-7,seamplificóun fragmentode

ADN nuclear,de longitud variablesegúnlas especies,correspondientea los

exones5 y 6 del genpSi Paraello se necesitaron1.000 ng de AUN y 50

pmol de cadacebadorpor reacción. Las condicionesprogramadasen el

termocicladorfueron:

940<3

920<3

560<3

72%?

720C

3 mm

1mw

1mw

2 mm

}xl

}
lOmin }

x35

xl

111.2.4.53.AmpftficacióndelgenSSARNr

La parejade cebadoresSS-l y SS-2 se utilizó para amplificar varios

fragmentos de AUN nuclear, de longitud variable según la especie,

correspondientesal gen55 ARNr. En estecaso,seutilizaronentre0,1-1ng de

ADN y 10 pmol decadacebador.Lascondicionesdela reacciónPCRfueron:

940<3

920<3

650<3

72~C

3 mm

45 seg

45 seg

45 seg

}xl

}x35

111.2.4.6.Electroforesisde los productos de PCR

Los productos de la amplificación por PCR se analizaron por

electroforesisen gelesde agarosaparavisualizary estimarel tamañode los

fragmentosde ADN.
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La agarosaesunpolímerolineal cuyaestructurabásicaesD-galactosa-

3,6-anhidroU-galactosa,extraídade algasmarinas.Las moléculasde ADN

(cargadasnegativamente)migrana travésdel gel hacia el ánodocuandose

aplicauna corrientealternay tal migraciónesinversamenteproporcionalal

log~q del número de paresde bases(Hellung y col., 1974). Por ello, las

moléculascon un pesomolecularmayor migran máslentamenteque las de

pesomolecularinferior.

111.2.4.6.1.Tampones,gelesysolucionesempleadas

1. Gel

Se componede agarosaD-1 (Hispanlab)al 1,5% disueltaen tampón

TAL al que se adicionan0,5 jsg/ml de bromurode etidio paravisualizarel

AiDN bajo luz ultravioleta.

2. TampónTris Acetato(TAE

)

Tris base 242,0g

Acido acéticoglaciar 57,1 ml

0,5 M EDTA pH 8,0 100,0ml

Agua milIiQ 840,0ml

3. Solucióndetransporte

Azul debromofenol 0,05%(wlv)

Glicerol 60,0%(w/v)

Aguadestilada resto

4. Patrón1001wDNA Ladder(GibcoBRL

)

El patrón consisteen 15 bandascorrespondientesa fragmentosde

ADN que difieren entre ellos en 100 pb, entre 100 y 1.500 pb, másini

fragmentoadicional de 2.072 pb. La intensidadde la bandade 600 pb es

aproximadamente2 ó 3 vecesmayorquela del resto.

5. PatrónBioMarkerLow (50 ob)(BioVentures

)

Contienebandasde 1.000, 700, 525, 500, 400, 300, 200, 100 y 50
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paresde bases.

6. PatrónMassRuler(BIO-RAD

)

Consisteencinco bandasdepesomoleculary concentraciónconocida:

l0ngde lOOpb;20ngde200pb;S0ngde500pb;70ngde700pb;y100ng

de 1.000pb.

7. PatrónXIV marcadordeyesomolecularde AUN. (Boehrinaer’

>

Condene15 bandasde fragmentosde ADN con un tamañode 100 a

1.500pb y unabandaadicionalde2.642pb.

111.2.4.6.2.Preparacióndelgel

En un matraz Erlenmeyerse disolvió la agarosaen tampón TAL

calentándolohastaebullición en un horno microondas.A continuación,se

enfrió la soluciónhastaunatemperaturaaproximadade 6W<3 y seañadieron

0,5 ~.ig/mlde bromurode etidio. Finalmente,el gel sevirtió en la cubetade

electroforesisy seintrodujo el peineformadorde lospocillos.

Una vez que el gel se polanenzó,se retiró el peine y se añadióun

volumensuficientedetampóndeelectroforesisTAL paracubrir totalmenteel

gel, quedandoasílisto paracargarlasmuestrasenlos pocillos.

111.2.4.6.3.Preparaciónde las muestras

En cada pocillo del gel se depositaron 8 pi del producto de

amplificaciónpor PCRmezcladoscon 2 pi de la solución de transporte.En

todoslos ensayossereservabaun carril paraintroducirun patrónadecuadode

tamañomoleculardeADN.

111.2.4.6.4.Condicionesdeseparación

Las electroforesisserealizaronmanteniendoel voltaje constante(100

V) duranteun tiempo de aproximadamente1 h. Finalizadala electroforesis,

las bandasde AUN del gel se visualizaronen un transiluminadorde luz

ultravioleta y se registraron con un sistema de documentaciónde geles,

GelDocSystem1.000PC(BioRad).
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111.2.47.Secuenciaciónde los fragmentosde AUN amplificados por PCR

111.2.4.7.1.Purificaciónde losproductosdePCR

La secuenciaciónde los fragmentosde ADN amplificado requiere

purificar previamentela banda de interésde los productosde PCR para

separarel AUN derestosde agarosa,cebadoresy nucícótidossobrantes.El

procedimientoque se llevó a cabofíe el siguiente: 120 jil de producto de

PCRsesometierona electroforesisenun gel de agarosaLM-2 (Hispanlab)al

1%, con 1 ng/ml debromurodeetidio, a 100V durante90 mm. La bandade

AUN se cortó bajo luz UV y se purificó utilizando el ka de extracción

QlAquick Gel (QIAGEN) comosedescribeacontinuación:

— La banda de AUN se uncubó durante 10 miii a 500<? con 3

volúmenesdel tampónQGdelkit de extraccion.

— Una vez que la mezcla se disolvió y adquirió un color amarillo
(indicador de un pH adecuado),se mezcló con un volúmen de

isopropanoligual al delgel.

— A continuación,se aplicó la mezcla en una columna QlAquick

introducidaenun tubo de microcentrífugay secentrifugódurante1

mina l0.OOOxg.

— Se descartóel eluato, se añadieron0,5 ml de tampón QG a la

columnay secentrifugódenuevodurante1 mm a 10.000x g.

— La columna se lavó añadiendo 0,75 ml de tampón PE y

centrifugandodurante1 mm.

- Finalmente,la columnaseintrodujo enun tubo limpio y el ADN sc

eluyódela matrizcon30 pl de aguamilliQ estérily centrifugando]

muna1O.OOOxg

Todoslos tamponesempleadosfueronsuministradospor el fabricante

delkit.

La purificaciónde los fragmentosamplificadosde los genescitocromo

b, citocromooxidasaII, 16S ARNr, p53 y 55 ARNr sellevó a cabopor este
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método.

111.2.43.2.Secuenciaciónde losproductosdePCRpurificados

Los productosde P<3R purificadosse secuenciaronen el <3entro de

InvestigacionesBiológicas, ConsejoSuperiorde InvestigacionesCientíficas

(Madrid) utilizando el cebador<3YTB-l parael gen citocromob, el cebador

CYTO-l parael gencitocromooxidasaII, los cebadores16S-l y 16S-2 para

el gen 168 ARNr, ya que, debido a la longitud de este gen, fue necesario

secuenciarloen ambasdireccionesy el cebadorp53-7 para el genp53. La

secuenciaciónserealizócon el kit dRhodamineTenuinatorCycleSequencing

(PerkinlElmer) en un secuenciadorautomáticoAHí PRISM modelo 377

(PerkunfFlmer).

La secuenciaciónautomáticase realizacon un kit que constade una

mezcla que contiene tampón de la reacción, cloruro de magnesio,

desoxirribonucleótidostrifosfato (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), la enzima

ADN polimerasa y didesoxiterminadores marcados con cuatro

diclororodmnunas(dR6G, dROX, dR110, dTAI%4RA>, cada ima de ellascon

unaabsorciónmáximaaunalongitud de ondadetenninada.A estapremezcía

se añadeel AUN (50 ng> y el cebador.La temperaturade hibridación del

cebadorcon el ADN diana de la reacción ha de ser 50C inferior a la

temperaturadehibridacióndel cebador,y la temperaturade elongaciónesde

600<3. Los productosde la reacciónsevisualizanengelesdepoliacrilamida,
endondecadabasesecorrespondeconunabandadecolor,y asuvezcon un

pico del cromatograma.

111.2.4.8. AnáliSisinformático de las secuenciasde losproductos de PCR

Paraanalizarlas secuenciasseutilizó el paquetedeprogramasGenetic

ComputerGroup(GCG), Versión9.0 (UniversidaddeWisconsin).

En primer lugar, se utilizó el programa SEQED, que introduce,
modifica y construyesecuenciaspartiendode otras ya existentes.Con el

programaPILEUP seanalizaronlas secuenciasdelmismogenpertenecientes

a distintasmuestrasy, con el programaPRETTY, se obtuvo la secuencia
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consensode todas las secuenciasalineadasy se apreciaronlas diferencias

entreellas. Asñnismo,seutilizó el programaMAP, queindicalos puntosde

cortedeenzimasde restricciónsobreunasecuenciade nucleótidosy traduce

la secuenciade nucleóúdosa aminoácidos.

111.2.4.9.Estudiodel polimorfismo en la longitud de los fragmentosde

restricción (RFLP)

En la mayoríade los casosno fue necesariopurificar los productosde

P<3Rcomopasoprevioala digestiónconendonucleasasde restricción.

Lasdigestionesde los genescitocromooxidasaII, 16SARNr ypS3,se

llevaron a cabo en volúmenesde 20 ¡fi con 14 ¡ul de AUN amplificado, la

enzima de restriccióncorrespondientey 2 ¡tI del tampón de digestión lOx

recomendadopor el fabricante. Las digestionesdel gen citocromo b se

realizaronen un volúmen total de 30 ¡11, con 20 ¡fi de AUN, la enzimade

restriccióncorrespondientey 3 ¡fi del tampónde digestiónlOx.

Los fragmentos de AUN resultantes se separaron mediante
electroforesisen gel de agarosaMS-8 (Hispanlab)al 3%, con 1 gg/ml de

bromurode etidio, durante1 horaa 100 V. El tamañode los fragmentosse

estimó por comparacióncon un marcadorcomercial de tamañomolecular

(Bioventures).

111.2.4.9.1.Gencitocromob

Los productosde PCRobtenidoscon los cebadores<3YTB- 1 y CYTB-

2apfrdemuefrasfrescasyahumadasdesabnón,truchaypalometase

digirieron con endonucleasasde restricciónsin ser purificadospreviamente.

Se utilizaron dosenzimas:Eco RV y Taq 1 (New EnglandBiolabs,Beverly,

USA). Las digestionesse llevarona cabo con 10 U de enzimapor reacción.

Lasreaccionesdedigestiónseincubarondurante3 horasa370C (EcoRV) o a

65~C (Taq1).

111.2.4.9.2.GencitocromooxidasaII (COII)

Las endonucleasasNci 1 y Sau 3A1 (New England Bíolabs) se
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utilizaronparadigerir los productosde P<3R del gencitocromooxidasaII de

muestrasfrescasy ahumadasde salmón atlántico y trucha arco iris. Las

digestionesse realizarona 370C durante3 horas, con 10 U de enzimay

empleandocomoAUN el productode PCRsin purificar.

111.2.4.9.3.GenJ6SARNr

Las enzimas de restricción que mostraron polimorfismo entre el

salmónatlánticoy la truchaarco iris fueronHpa 1 y Bst EII (New England

Biolabs). Los fragmentosamplificadosdel gen 165 ARNr se cortaronsin

purificaciónpreviacon estasdosendonucleasas.Las digestionesconHpa 1 se

realizaroncon 15 U de enzimay las de BstFIl con so ti. Las incubaciones

fueronde 15 h a 3~<3 (Hpa 1) o a600<3 (RseFI!). Los fragmentosde ADN

digerido sevisualizaronpor electroforesisen gel de agarosaD-l (Hispanlab)

al 1,5% entampónTris acetato,con 1 pg/ml debromurode etidio, durante1

horaa100V.

111.2.4.9.4.Genp53

Los fragmentosde AUN amplificadoscon los cebadoresp53-S y p53-

7, apartir demuestrasahumadasde salmóny de trucha,se trataroncon las
endonucleasasderestricciónEcoRV, Taq 1 y Hinf 1 (NewEngland,Biolabs).

Los productosde PCR sedigirieron sin purificaciónprevia, con 10 U (Eco
RV y Taq 1) o con20 13 (Hinf1) de la enzimacorrespondiente,durante3 h a
370< (EcoRV y Hinf1) o a 650<3 (Taq1)
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IV.1. OBTENCIÓN DE ANTICUERPOSPOLICLONALES FRENTE

A LAS PROTEÍNAS MUSCULARES SOLUBLES DE SALMÓN

(Salmo salar), TRUCHA (Oncorhynchusmykivs> Y PALOMETA

(Brama rail) AHUMADOS

Parala obtenciónde los inmunosueros,seemplearontreslotesde das

conejosquesemmunizaroncon los extractosantigénicosobtenidoscomose

describeenel apartado111.2.1.1. La concentraciónde proteínade los extractos

antigénicos,determinadapor el métododeMarkwelly col. (1978),fúe:

Salmón(PSS): 250~tgproteína/mgdeextractoliofilizado

Trucha(NT): 200 ~tgproteína/mgdeextractoliofilizado

Palometa(PSP): 110 i’g proteína/mgdeextractoliofilizado

Antes de comenzarel protocolo de inmunización, se extrajo una

muestrade sangrealos conejos(S0), y el sueroobtenidoseanalizómediante

la técnicadel ELISA indirecto frente a los extractosantigénicosde interés

(NS, PST, PSP). Despuésde comprobar que ninguno de los conejos

presentabareactividadinmunológicafrenteadichosextractosantigénicos,los

animalesseconsideraronaptosparasuinmunización.

Durantela inmunizaciónde los conejosse realizaroncinco sangrías

parcialespara comprobar si producíananticuerposfrente a las proteínas

muscularessolublesde los pescadosutilizadoscomoantígenos,asícomopara

detectarsi existíano no reaccionescruzadasconlas proteínasmuscularesde

otrasespeciesdepescado.En la sangríaparcial S~, efectuadaalos 20 díasde

la primerainoculación,sedetectéunareaccióninmunológicasignificativade

los ininunosuerosfrente a sus respectivosextractos antigénicos. En las

sangríasrealizadasa los 41, 62, 97 y 122 días, se apreciéun incremento

significativo dela respuestainmunológicade losconejosfrentealos extractos

antigénicosde interés,y por ello, a los 130 días de iniciar el procesode

ininimizaciónseefectuóla sangríafinal (SF).

Los inmunosuerosprocedentesde la sangría final se purificaron

parcialmenteporprecipitaciónconsulfatoamónico(versección111.2.2.4.).
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lvi. DESARROLLO DE TECNICAS INMJJNO-ENZIMATICAS
(ELISA) PARA IDENTIFICAR SALMÓN (Salmo salar),

TRUCHA (Oncorhynchusmykiss)Y PALOMETA (Brames rail)

AHUMADOS

IV.2.1. VALORACIÓN DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS
ANTICUERPOS POLICLONALES OBTENIDOS EN

CONEJOS

Mediante un ELISA indirecto se determinó la capacidadde los

anticuerpospoliclonales anti—PSS, anti-PST y anti-PSP,precipitadoscon
sulfatoamónico,parareconocerlos extractosantigénicosde salmónatlántico,

truchaarcoiris y palometaahumados.

En primer lugar se determinaronlas concentracionesóptimasde los

reactivos utilizados en el ensayo, siguiendo la metodologíadel ELISA

indirecto descrita en el apartado111.23.13.Los resultadosobtenidosen

experienciaspreliminaresindicaron que la dilución más apropiadade los

anticuerposanti-PSS,anti-PSTy anti-PSP,asícomola del conjugadodeanti-

inmunoglobulinasdeconejo-peroxidasaerala de 1:2.000.

En la Figura 15 se puede observar cómo todos los anticuerpos

policlonalesanalizadosmostraronuna fuertereactividadcruzadafrentea los

extractos antigénicos de especies heterólogas. En consecuencia,tales

inmunosuerosno sepodríanutilizar paraidentificar las especiesde pescado

ahumado, a no ser que se sometieran previamente a un proceso de

purificación.

Para utilizar estosmmunosuerosen un ELISA indirecto e identificar

lasespeciesde interés,los anticuerpospoliclonalesanhi.PSS,anú-PSTy anti-

PSP se hicieron especificasde especiemezclándoloscon los extractos

antigénicosliofilizados de las especiesheterólogas,en un procesoconocido
como neutralización.Las concentracionesde los extractosantigénicosque

permitieron eliminar las reacciones cruzadas de los inmunosueros se

detenninaronexperimentalmentecomo se describeen la sección111.2.2.5.
Esteesun procedimientoefectivoparaeliminar lasreaccionescruzadassin la
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necesidadde utilizar columnasde purificaciónporcromatograflade afinidad

quecontengancomoligandoslos antígenosheterólogos.

La efectividadde la neutralizaciónde los anticuerposanti-PSS,anti-

PST y anti-PSPse observaen la Figura 16. Una vez que los anticuerpos

fueron neutralizadoscon las proteínas heterólogas,reconocian única y

exclusivamenteal extractoantigénicofrenteal cual seprodujeron.

IV.2.2. TÉCNICA DEL ELISA INDIRECTO PARA IDENTIFICAR
MUESTRASDE PESCADOAHUMADO

Una vez que se disponíade anticuerpospoliclonalesespecíficosde

especie,se puso a punto unatécnicade ELISA indirecto en placasparala

identificación inequívoca de muestras de salmón, trucha y palometa

ahumadas.

Previamentea su análisis, cada muestra de pescado ahumado se

preparócomo sedescribeen la sección111.23.1.1,paraobtenerun extracto
líquido deproteínassolublesque, unavez diluido en tampónPBS, seutilizó

comoantígenoen la técnicadel ELISA indirecto(sección¡11.2.3.1.5).

Se analizaronmuestrasde cinco marcascomercialesdiferentes de

salmón,truchay palometaahumadasfrente a los anticuerpospoliclonales

anti-PSS,anti.-PSTy anti-PSP.Los resultadosobtenidosse muestranen la
Tabla7, dondeseobservaqueunamarcacomercialde palometaahumadano

fue reconocidaporningunode los tres innrnnosueros(anti-PSS,anti-PSTy

anti-PSP).Como sepuedeapreciaren la tabla, losvaloresdeabsorbanciade

muestrasheterólogasparacadaimnunosuerosonsimilaresa los valoresdelos

controlesnegativos.Porel contrario,lasmuestrasdesalmónalcanzanvalores

de absorbanciasuperioresa 1,5 conel inmunosueroanti-PSS,las de tnicha
valores superioresa 1,2 con el inmunosueroanti-PSTy las de palometa

valores superiores a 2,5 con el suero anti-PSP. En consecuencia,los

resultadosobtenidosen el ELISA indirecto pennitenidentificar claramente
lasmuestrasahumadasdesalmónatlántico,truchaarcoiris y palometa.
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Tabla 7. kutvELlS4 indirectopsaduillisis t

inniunosuero

Especieanalizada
(denominacióncomercia»

salms¡ 50

anti-PSS

1,861+029

auti-PST

0,314+002

anti-PSP

0,293+007

Trucha 50 0,465+021 1,256+035 0,302±0,16

Palometa 29 0,253+034 0,302+004 2,532+0 12

1 0150+021 0,173+012 0,256+027
* Los resultadosseexpresancomovaloresdeabsorbanciaa 450 nm
1)Númerodemuestrasanalizadas
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IV.2.3. TÉCNICA DEL ELISA INDIRECTO EN PALETAS

Las mismas muestrasde pescado ahumado que se analizaron por

ELISA indirecto en placas(sección 111.2.3.1.1)se analizaronmedianteel

ELISA indirecto en paletas(sección 111.2.3.2). Los extractos líquidos de
proteínassolublesseutilizaronenestecasodiluidos 1:10 entampónPBSpara

sensibilizarlaspaletasde los tubos.

En la Figura 17 se muestranlos resultadosobtenidos al analizar

muestrasde salmón,truchay palometaahumadas.El desarrollode colorazul,

resultantede la degradacióndel sustratoTMB por la peroxidasa,permitió

comprobara simple vista la identidadbiológica de las muestras.Existe una

clara diferenciaentre la intensidadde color desarrolladaen las muestras
positivasparacadainmunosueroy la alcanzadapor los controlesnegativosy
muestrasheterólogas.

IV.3. DESARROLLO DE TÉCNICAS GENÉTICAS PARA LA
IDENTIFICACIÓN DE SALMÓN (Salmo salar), TRUCHA

(Oncorhynchus mykiss) Y PALOMETA (Rutina rail) EN
MUESTRAS CRUDAS Y AHUMADAS

En primer lugar, con el fin de disponerde un número suficientede

copiasde fragmentosespecíficosde ADN, se seleccionarongenesadecuados

y sepusierona puntotécnicasde amplificaciónde determinadosfragmentos
génicosmediantela reacciónencadenade la polimerasa(PCR).

La búsquedabibliográficade genesapropiadosparael objetivo de este

trabajo (identificación de especies),condujo a la selecciónde tres genes

mitocondriales(citocromo b, citocromo oxidasa II y 16S ARNr) y dos
nucleares(p53y SS ARNr). Todosellos tienen en comúnque determinados

fragmentosde su secuenciade nucleótidosestánmuy conservadosentrelos
vertebrados.Seconsultaronlas basesde datosEMBL y GenBankcon ayuda

del programaSTRINGSEARCHdel paqueteinformático GCG, paraobtener

información sobre cada uno de los geneselegidos y se rescataronlas

secuenciasde salmón, truchay palometadisponiblescomo paso previo al

diseñode cebadores.
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IV.3.l. DISEÑO DE LOS CEBADORES

IVS.1.1.Gencitocromo oxidasaII (COII)

Como baseparael diseñode cebadoresparala amplificacióndel gen

mitocondrial £011, se utilizaron las siguientes secuenciasde las basesde

datosEMBL y GenBank:

L29771 Oncorhynchusmykiss, genoma nútocondrial completo (16.660

nucleótidos)

U12145 Salmo salar, gen mitocondrial citocromo oxidasa II (934
nucleótidos)

L04501 Salmosalar, (Hardimany col., 1994), gen mitocondrial citocromo

oxidasa11(448nucleótidos)

Mediante el programa PRIME del paquete informático GCG, se

obtuvieronun totalde25 parejasposiblesde cebadorescapacesde amplificar
un fragmentodel gen COTí en una secuenciade salmónrescatadade la base

de datos GenBank(U12145>. Los parámetrosintroducidosen el programa

PRIMEpararestringirla búsquedafueron:

• longituddel fragmentoamplificado: 100-900pb

• Tm: 50~650C

• diferenciaen Tm delos cebadores:<2~C

A continuaciónseanalizaronlas posibilidadesde hibridaciónde cada

parejade cebadorescon el restode secuenciasdisponiblesdel gen CDII. Así

mismo, se comprobómedianteel programaFASTA la especificidadde los

cebadorespreseleccionadospara hibridar con secuenciasde genesde la

citocromooxidasaII.

Los cebadoresque mejor satisfacíanlas condicionesque se fijaron

comopremisasfueronlos siguientes:

CYTO-1: 5’-TCC TTC ATT TTC ACO ACC- 3’ (18 nt, Tm = 47”C)

CYTO-2: 5 ‘-TGC GTC CAT TTT TAC ACC- 3’ (18 nt Tm = 470£)
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IV.3.1.2. Gen 16SARNr

El diseñode cebadoresparaamplificarel gen 16SARNr serealizó de

forma análogaa lo descrito para el gen £011 (sección lV.3. 1.1). Como
secuenciadianaenel programaPRIME seutilizó la del genomamitocondrial

detrucha(L29771). Los parámetrosopcionalesseleccionadosenel programa

fueron:

• longituddel fragmentoamplificado:400-1.600pb

• Tm: 50-650C

a diferenciaenTm de los cebadores:<29?

igualmentese comprobó la hibridación de las posibles parejas de

cebadoresconunasecuenciadesalmónatlántico(U12143)y su especificidad

parael gen 16SARNr.

Laparejadecebadoresquemejorcumplialos criteriosfijados fue:

16S-1:5’-.CAC CAC AAC ATA CAT ACC C- 3’ (l9nt Tm 510£)

16S-2:5tCGT TAA ACC CAT AGT CAC AG- 3’ (20 itt, Tm = 539?)

IV.3.I.3. GenesC¡tocronw b,SSARNrypS3

Los cebadoresutilizadospara amplificar los genescitocromo /‘, 55

ARNr y ¡>53 se seleccionarona partir de los datos disponiblesen la

bibliografiaexistente.Enla sección1111.2.4.2semuestranlas secuenciasdelos

cebadoresseleccionados.

IV.3.2. EXTRACCIÓN DE ADN

De todos los métodos ensayadospara la extracción de ADN de
muestrasdepescado(Bartletty Davidson,1991;Lairdycol~l99l;Taggarty

col., 1992;DeSailey col., 1993), el queproporcionóADN de mayorcalidad
para su utilización en la reacciónde PCR fue el de DeSaIley col. (1993)

(sección111.2.4.3.4).

Con el método de extracción de Bartlett y Davidson (1991) se

obtuvieronconcentracionesdeADN muyelevadasa partir de lasmuestrasde
trucha y palometa(aproximadamente5.000 ¡sg/ml), mientrasque con las
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muestrasde salmón se obtuvieron apenas700 ¡sg/ml. La relación de los

valoresde absorbancia260/280(1,8) y 230/260 (0,4) mostróun ADN de

pureza aceptable,si bien, mediante electroforesisen gel de agarosase

comprobóque el ADN estabamuy degradado(Figura 18-A). Las bandas
obtenidasen los productosde PCRfuerondébileso inexistentes.

La concentraciónde ADN obtenidacon el método de Laird y col.

(1991)a partir de muestrasde salmóny truchafue de 900 gg/ml, y 450 gg/ml

para las muestrasde palometa. Aunque la Figura 18-B muestra que la

integridad del ADN de salmón y trucha era aceptable, los valores de

absorbencia260/280 (< 1,6) y 230/260 (> 0,7) inducen a pensarque se
extrajeronproteínasy salesjunto con el ADN.

El ADN obtenidoconel métododeTaggarty col. (1992),presentóuna

relación de absorbencias230/260 que superabala unidad, por lo que el
método retenía gran cantidad de sales minerales, como el EDTA, que

coprecipitacon el ADN e inhibe la reaccióndePCR. El ADN obtenido tenía

unagranintegridad(Figura18-C)y suconcentraciónfuede 100-300¡sg/ml.

Mediante el método clásicode DeSailey col. (1993), se obtuvo el

ADN en aproximadamente2 horasy media, tras digerir la muestradurante
unanoche.La concentraciónde ADN estimadaa partir de la absorbenciaa

260mr fuede 500-1000¡sg/mlen lasmuestrasde salmóny 300-800¡sg/mlen

las muestrasde truchay palometa.La purezadel ADN extraído en las tres

especiesse consideró aceptabletras comprobar que las relaciones de

absorbanciaABS 260/280 y 230/260 eran de 1 8 + 0 1 y 0,5 + 0 1

respectivamente.Medianteelectroforesisen gel de agarosaseobservóque la

integridaddel ADN eramayorenlasmuestrasfrescasque en las ahumadasy
en lasmuestrasdesalmóny truchaqueen lasde palometa(Figura 19).
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A

600pb —~

B c
M 123123123

Figura 18. Análisis electroforético del AUN obtenido de muestras
musculares de (1) salmón ahumado, (2) trucha ahumada y (3)
palometaahumadapor el método de (A) Bartlett y Davidson
(1991),(B) Laird y col. (1991)y (C) Taggarty col. (1992).M
marcadordepesomolecular100pb.
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Ml 23456

525 pb/SOOpb >

lOOpb —*

SOpb —*

Figura 19. Análisis electroforéticodel ADN obtenido por el método de
DeSalle y col. (1993), de muestras de tejido muscular de (1)
salmónfresco,(2) truchafresca,(3) salmónahumado,(4) trucha
ahumada,(5) palometafresca y (6) palometaahumada.M =

marcadorde pesomolecular100ph.
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IV.3.3. UTILIZACIÓN DE UN FRAGMENTO DEL GEN

CITOCROMO b COMO MARCADOR GENÉTICO PARA LA
IDENTIFICACIÓN DE ESPECIESDE PESCADO

IV.3.3.1. Muestrasanalizadas

El marcador genético citocromo b se utilizó para analizar AUN

procedentede muestrasde tejido muscularde salmón, truchay palometa

frescasy ahumadas.

IV.3312. A¡nplihicac¡án por PCR y secuendatiánde los fragmentos

amplificados

Los cebadoresCYTB-l y CYTB-.2 amplificaronun fragmentode 358

pb del genmitocondrialcitocromob entodaslasmuestrasfrescasy ahumadas

de salmón,truchay palometa(Figura 20). La amplificaciónse llevó a cabo

segúnlascondicionesdescritasen la sección111.2.4.5.1.

Los productosde PCR de unamuestrade salmón,truchay palometa

ahumados,purificados como se describió en la sección m.2.47.l, se

secuenciaronen Centro de InvestigacionesBiológicasdel CSIC, donde se

utilizó un secuenciadorautomáticoABI-PRISM 377 y el kit dRhodamnine

TerminatorCycle Sequencingcomo métodode secuenciación.El cebador

utilizado en las reaccionesde secuenciaciónfue el CYTB- 1. Las secuencias
obtenidasse alinearon y se compararoncon dos secuenciasde salmón

(X76253y U12146)y otra de trucha(L29771)de la basede datosGenBank

(Figura 21). En la región secuenciada(307 nucleótidos, excluyendo los

cebadores)la homologíaentresalmóny truchafuedel 93,8%(23 nucleótidos

distintos),entresalmóny palometafue del 83% (52 nucleátidosdistintos)y

entretruchay palometafue del 83,4%(51 nucleátidosdistintos).Se observó

un polimorfismo intraespecificodel 4,5% en los salmones,del 0,3% en las

truchasy del 0,6% en las palometas.Convieneseñalarque en el casode las

palometas encontramosdobles picos en un 11% de las posiciones
secuenciadas.
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M 1 2 3 4

SOOpb —*

lOOpb

——4

Figura20. Análisis electroforético de los productos de PCR del gen
mitocondrial citocromo b de (1) salmón fresco, (2) salmón
turnado, (3) truchafresca, (4) truchaahumada,(5) palometa
frescay (6) palometaahumada.M marcadorde pesomolecular
100ph.

56
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Figura21. SecuenciasdeAUN departedel gencitocromob de dossalmones,dos
Inwhasy dospalometasalineadascon las secuenciashomólogasde
trucha(númerodeaccesoL29771)y de salmón(5<76253y UJ2146)de
la basededatosGenBank.Lasdianasderestricciónde las enzimasEco

RV (5’-GAT4-ATC-3’), Taq 1 (5’-TJ-CGA-3’) y Nsp 1 (5’-
PuGATG4.’Py-3’)seencuentrensombreadas.Los nucleótidosennegrita
dela secuenciade la truchaindicanla posicióndeloscebadoresCYTB-
1 y CYTB-2 utilizadosen la reacciónde amplificación. (—) baseno
secuenciada;(..) baseigual a la de la secuenciaL29771; (N) baseno
identificada;Y = T+C; W = T+A; M A+C; R = A±G.
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Figura 21. (continuación)
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IV.3.3.3.Análisis de restricción de fragmentos del gen citocromo b

amplificados por PCR (PCR-RFLP)

Las secuenciasde salmón,truchay palometaobtenidasen estetrabajo

secompararonparaencontrardiferenciasquepennitieranidentificar el origen

específicode lasmuestras.Enlasbasesdedatosseencontraronasimismodos

secuenciasdel gencitocromob de salmóny unadetrucha.

U12146 Salmosalar,genruitocondrialcitocromob (1.214nucleótidos)
X77525 Salmosalar,gen mitocondrialcitocromob (249nucleótidos)

L29771 O. mykiss,genomamitocondrialcompleto(16.660nucleótidos)

Mediante el programa MAP {GCG) se realizaron los mapas de

restricción de las secuenciasde los fragmentosamplificados de salmón

(Figura 22), trucha(Figura 23) y palometa(Figura 24) y se tradujerona

aminoácidoslas secuenciasde nucleótidos. Comparando los mapas de
restricciónde lastressecuenciasde salmóncon las dossecuenciasde truchay

depalometay siguiendocriteriosde especificidadde especiey disponibilidad
comercial, se eligieron las endomicleasasEco RV y Taq 1 (New England

BioLabs, Beverly, MA, USA) paraanalizarlasmuestrasde salmón,truchay

palometa.No se encontrarondiferenciasentrelas secuenciasaminoacídicas

deducidasde las secuenciasde nucleótidosde salmóny trucha, pero si se
observaron6 aminoácidosdistintos al comparardichas secuenciascon la

cadenapeptidicacodificadaenlos productosde PCRde la palometa.

La Figura25 muestralos resultadosobtenidosen la digestiónde los

productosde PCRdemuestrasdesalmón.La presenciade unaúnica dianade

restricciónparala enzimaEco RV, dio lugar a dos fragmentosde 105 pb y

253 pb. Sin embargo,la enzima [faq 1 no cortó los productosde PCRdel

salmón.Con las endonucleasasEco RV y [faq 1 no seencontrópolimorfismo

intraespecíficoentrelasmuestrasdesalmónanalizadas.

Los resultadosobtenidosen el análisisde restricciónde lasmuestrasde

truchasemuestranen la Figura26. Los productosde PCR de la truchano se

fragmentaroncon la enzimaEco RV. Sin embargo,la digestiónde productos
de PCRde truchacon la enzima[faq 1 corroboróla existenciade unadianade
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Figura22. Mapa de restriccióny secuenciaaminoacídicade un fragmento
del gencitocromob de Salmosalar (númaode acceso3(76253,
GenBank). Las enzimasseleccionadas(Eco RV) aparecenen
negrita.La dianaderestricciónde dicha enzima(5’-GAT-J~ATC-
3’) semuestrasombreada.
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Figura 22. (continuación)
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Figura 23. Mapa de restricción y secuenciaarninoacidica de un fragmento del gen
citocromo b de Oncorhynclrnsmykíss (número de accesoL29771,
GenBank).La enzimaseleccionada(Taq1) y los cebadoresCYTB-l y
CYTB-2 aparecenennegrita. La dianaderestriccióndedicha enzima
(5’-I4.-CGA-3’) semuestrasombreada.
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Figura 23. (continuación)
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Figura24. Mapa de restriccióny secuenciaaniinoacídicade un fragmento
del gencitocromob deBramarail. Laenzimaseleccionada(A/sp

1) apareceennegrita.La dianaderestriccióndedichaenzima(5’-

PuCATGI-Py-3’) se muestrasombreada.Los aminoácidosque
difieren con la secuenciade Salmosalary Oncorhynchusmyktss

semuestranenmarcadosy ennegrita.
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Figura 24. (continuación)
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Figura 25. Perfil de restricción de los productos de PCR del gen
mitocondrialcitocromob de sahnón,digeridoscon EcoRV y [faq

1. Muestras:(1) salmónfresco; (2) salmónahumadoValkiria; (3)
salmónahumadoEl Rey Vikingo; (4) salmónahumadoSkandia;
(5) salmón ahumado Domínguez. M = marcador de peso
molecular100 pb.
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Eco Rl’

Ml 2345
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Figura 26. Perfil de restricción de los productos de PCR del gen
mitocondnalcitocromob de trucha,digeridos conEcoRV y [faq

1 Muestras (1) truchafresca; (2) truchaahumadaSkandia;(3)
trucha ahumadaEurosalnión; (4) trucha ahumadaPryca; (5)
trucha ahumadaDomínguez.M = marcadorde pesomolecular
100 pb.
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restricciónque producíadosfragmentosde 168 pb y 190 pb. No seencontró

polimorfismo intraespecíficocon ningunade las dos enzimasensayadaspara
lasmuestrasfrescasy ahumadasde truchaanalizadas.

Ningunade estasdosenzimas(Eco RV y [faq 1) reconocieronpuntos

de corteen los productosde PCR de palometa;sin embargo,la enzimaA/sp 1
reconoció un punto de corte en los productosde PCR de palometa que

originaron dos fragmentosde 177 y 181 paresde bases,mientrasque los

productosde PCR de salmóny truchano se fragmentaron(Figura 27). Las

muestras de palometa analizadas tampoco mostraron polimorfismo

intraespecífico.

IV.3.4. UTILIZACIÓN DE UN FRAGMENTO DEL GEN

CITOCROMO OXIDASA II (COII) COMO MARCADOR
GENÉTICO PARA LA IDENTIFICACIÓN DE ESPECIES DE
PESCADO

IV.3.4.1.Muestrasanalizadas

El marcadorgenéticoCOII se utilizó paraanalizarADN procedentede

muestrasmuscularesde salmón, truchay palometafrescasy ahumadas,así

comohuevasfrescasde salmóny truchay ahumadasdesalmón.

IV.3.4.2. Amplificación por PCR y secuenciacián de los fragmentos

amplificados

TodaslasmuestrasdeADN de salmóny truchasometidasa la reacción
en cadenade la polimerasa(PCR), utilizando los cebadoresCYTO-l y

CYTO-2 y las condicionesdescritasen la sección111.2.4.5.2,dieronlugar a

una bandaelectroforéticacorrespondientea un fragmentode 464 pb (Figura

28). Sin embargo,no seamplificó ningúnfragmentoen lasmuestrasde ADN

de palometasometidasa la reacciónde PCRbajo lasmismascondiciones.

Dosmuestrasde salmóny dos de truchaseseleccionaronal azarconel

fm de secuenciarlos productosde PCR obtenidosen dichasespecies.Como

pasoprevio a la secuenciación,losproductosde PCRsepurificaronutilizando
un kit comercialpara extraerbandasde ADN de gelesde agarosade bajo
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SOOpb ~

lOOpb ~

sh¡digerir Nsp1

M 123123

Figura 27. Perfil de restricción & los productos de PCR del gen
mitocondrial citocromo b obtenidosde muestrasde salmón,
truchay palometadigeridos con A/sp 1. Muestras: (1) salmón
ahumado;(2) trucha ahumaday (3) palometaahumada.M =

marcadordepesomolecular100pb.
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M 1 2 3 4

500 p6

Figura 25. Análisis electroforélico de los productos de PCR del gen
citocromo oxidasa II (COil) de: (1) salmón fresco; (2> salmón
ahumado;(3) truchafrescay (4) truchaahumada.M = marcador
depesomolecular100ph.
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punto de fusión (sección111.2.4.7.1).Una vez purificados se enviaron al

Centro de InvestigacionesBiológicasdel CSIC. El cebadorutilizado en las
reaccionesde secuenciaciónfue el CYTO-l. En las Figuras 29 y 30 se
muestranlos cromatogramasy lassecuenciasde nucleótidoscorrespondientes

a productosde PCRde salmóny trucha.La Figura31 muestrael resultadode
la comparaciónde las cuatro secuenciasobtenidasen este trabajo (dos de

salmóny dosde trucha),alineadasjunto a otrasde lasmismasespeciesquese

obtuvieron de las bases de datos. De los 428 nucleótidos secuenciados

(excluyendo los cebadores)encontramos37 nucleótidosdiferentes(8,7%)
entrelas especiesde salmóny trucha.La variación intraespecíficaentrelas

secuenciasde nucleótidosde salmónfue del 1,4%, y entrelas secuenciasde
truchadel 1,2%.

IV.3.4.3. Análisis de restricción de fragmentos dcl gen COII

amplificados por PCR (PCR-RFLP)

Una vez obtenidaslas secuenciasde nucleótidos de los ftagnientos

amplificadosde salmóny trucha,serealizaronsusmapasde restriccióny se

tradujerona aminoácidosparatratarde localizar puntosde corteespecíficos

que permitieranidentificar dichasespeciesy analizarposiblesdiferenciasen

suscadenaspeptidicas.En la Figura32 semuestranel mapade restriccióny

la secuenciaaininoacidicade una secuenciade salmón,y en la Figura33 los

correspondientesaunasecuenciade trucha.La comparaciónde lassecuencias

anxinoacídicasde salmón y trucha puso de manifiesto cambios en dos

aminoácidos, el residuo 33 es lisina en salmón y metionina en trucha,

mientrasque el residuo109 de la secuenciaes treoninaen salmóny vainaen

trucha. Se obtuvieronlos mapas de restricciónde todas las secuenciasde

salmón y trucha disponiblescon el fm de seleccionarenzimasque no

presentaranvariaciónintraespecífica.

Teniendoen cuentala disponibilidadcomercial de las enzimasy el

análisis de los mapasde restricciónde salmóny trucha,se seleccionaronlas

endonucleasasNci 1 y Sau 3A1 como las más apropiadaspara la
diferenciaciónde lasdosespecies.
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Figura31. Comparaciónentrelas secuenciasde nucleótidosde un fragmento
del gen COil de dosproductosde PCRde salmóny dosde trucha
obtenidosen estetrabajo, con secuenciasde trucha(número de
acceso L29771) y de salmón (númerosde accesoU12145 y
L04501) obtenidasde la basede datosGenBankLas dianasde
restricciónde las enzimasA/el 1 (5’-CCtCGG-3’) y San3M (5’-

1-GATC-3’) se muestransombreadas.Los nucleótidosen negrita
de la secuenciade la truchaindican la posiciónde los cebadores
CYTO-l y CYTO-2utilizadosenla reaccióndeamplificación. (-j)
baseinexistente;(.) baseigual a la de la secuenciaL29771; (N)
baseno identificada.
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Trucha fresca
Trucha ahumada
Ul 2145
LO4501
Salmón ahumado
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129771
Trucha fresca
Trucha ahumada
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Salmón fresco

129771
Trucha fresca
Trucha ahumada
U12145
104501
Salmón ahumado
Salmón fresco
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Figura 31. (continuación)
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Figura 32. Mapa de restricción y secuenciaaminoacídicade un fragmento del
gen COII de Salmosalar (númerode accesoU12145,GenBank).
La enzima seleccionada(A/ti 1) apareceen negrita. La diana de
restricción de dicha enzima (5’-CdCGG-3’) se muestra
sombreada,y los aminoácidosque difieren con la secuenciade O.
mykissenmarcados.

Efal
Ms11

l4boII SpeJA

ATGOTCTTATGATTGTTCTTOTTATCAGCACAOTAGTGCTTTATATOATTQTAGOAATAQ
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Figura 32. (continuación)

EstEil 1
Maelil ¡

MseI HphI ¡ ¡
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Figura 32. (continuación)
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Figura33. Mapa derestriccióny secuenciaaminoacídicade un fragmentodel gen
COII de Oncorhynchusmykiss(númerode accesoL29771, GenBank).
La enzima seleccionada(San 3A1) apareceen negrita. La diana de
restriccióndedichaenzima(5‘-4-GATC-39 semuestrasombreada,y los
aminoácidosquedifierencon la secuenciade£ salarenmarcados.
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Figura 33. (continuación)
Bce831
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Las secuenciasde salmónpresentanun único punto de corte parala

enzimaA/ca 1, mienirasque en lasdetruchano apareceningúnpuntode corte

para estaenzuna Asimismo, las secuenciasde salmóncarecende los dos

puntosde cortequepresentanlasdetruchaparala enzimaSan3A1.

Las digestionesde los productosde PCRdel gen COII de salmóny

truchacon las enzimasfi/el 1 y San3M serealizaronen un volúmentotal de

20 pl, con 14 pl de ADN y 10 U deenzima,como sedescribióen la sección
III.2A.9.2. Los fragmentos resultantes de la digestión se separaron

electroforéticamenteenun gel deagarosaMS-8al 3% entampónTAE.

Enla Figura34 semuestranlosresultadosdel análisisderestricciónde

losproductosde PCRdemuestrasmuscularesfrescasde salmóny trucha.La

dianade restricciónde la enzimaA/el 1 presenteen muestrasde salmóndio

lugar a la formación de dos fragmentosde 133 pb y 331 pb. Como se
esperaba,la enzimaMcl 1 no cortólos productosdePCRde la truchaarcoms.

La digestiónde los productosde PCR de muestrasde truchacon la enzima

San3M, originó tres fragmentos(de 108 pb, 127 pb y 229 pb) debidoa la
presenciadedosdianasderestricción.Sin embargo,estaenzimano cortó los

productosde PCRde salmón.

Cuandoseutilizaronhuevasfrescasde salmónatlánticoy truchaarco

iris como material de partidaparala extraccióndel ADN, los productosde

PCR obtenidoscon los cebadoresCYTO-l y CYTO-2 mostraronel mismo
tamañoque los obtenidosde muestrasde tejido muscular.Asimismo, los

perfiles de restricciónobtenidoscon las endonucleasasMcl 1 y San 3M a

partir de los productosde PCR de huevasfrescasfueron idénticos a los

obtenidosa partir del tejido muscular.Sin embargo,ninguna de las tres

muestrascomercialesde huevasahumadasanalizadascoincidió con el perfil

de restricciónde las huevasde salmón atlántico frescas,a pesar de que

estabanetiquetadascomo “huevasde salmónahumadas”(Figura35, lineas5,

6 y 7). El perfil de la muestra5 coincide con el de Oncorhynclmsmyklss,

mientrasque los perfiles de las muestras6 y 7 no se correspondencon

ningunade lasdosespeciesestudiadas.
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Ml 2 34 567 89 101112M

600 ph —y,

100 pb~

r¡g.ra 34. Perfil de restricción de los productos de PCR del gen CO»
obtenidosde muestrasde salmónfresco(1-3); salmónahumado
(44); truchafresca(7-9)y truchaahumada(10-12).Muestras1,
4,7ylosindigerir;2,5,SylldigeridasconNcil;3,6,9y12
digeridasconSan3A1. M = marcador de pesomolecular100 pb.
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1234567M1234567

NdI SauSAI

Figura35. Perfil de restricción de los productos de PCR. del gen
mitocondrialCO» obtenidosde muestrasde (1) salmónfresco;
(2> truchafresca;(3> huevasfrescasde salmón;(4) huevasfrescas
detruchay (5, 6y 7)huevasahumadasde salmón.M= marcador
depesomolecular100 pb.
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IV..3.5. UTILIZACIÓN DE UN FRAGMENTO DEL GEN 16S ARNr
COMO MARCADOR GENÉTICO PARA LA
IDENTIFICACIÓN DE ESPECIES DE PESCADO

IVJ.S.1. Muestras analizadas

El marcador genético 165 ARNr se utilizó para analizar ADN

procedentede muestrasmuscularesde salmón,truchay palometafrescosy

ahumados,de lashuevasfrescasde salmóny truchay ahumadasdesalmón.

I’V.3.5.2. Amplificación por PCR y secuenciación de los fragmentos
amplificados

El análisiselectroforéticode los productosde PCR obtenidoscon los

cebadores165-1 y 16S-2, tal y como se describeen la sección111.2.4.5.3,
permitió comprobarque en todaslas muestrasfrescasy ahumadasde salmón

y truchaseamplificabaun fragmentode ADN de 950 pb (Figura36). Por el

contrario, utilizando el ADN extraído de las muestrasde palometano se

amplificóningúnfragmento.

Los productosde PCRdel gen 165 ARNr de unamuestrade salmóny

otra de truchase purificaronsegúnse describeen la sección111.2.4.7.1,y se

secuenciaronen el Centro de InvestigacionesBiológicasdel ConsejoSuperior
de InvestigacionesCientíficas. De cadamuestrasecuenciadase obtuvieron

dos cromatogramas,uno utilizando el cebador16S-1y otro con el 165-2. La

secuencíaparcialobtenidacon el cebador165-1sesuperpusocon la inversay
complementariade la obtenidacon el cebador16S-2paraobtenerla secuencia

completade cadaproducto de PCR. Mediante un análisisdetallado de los

cromatogramasse trataron de identificar las bases que el secuenciador
automáticodejócomoindeterminaciones(N).

La Figura37 muestrala alineacióny comparaciónde las secuenciasde

salmóny truchaahumadosobtenidasen estetrabajojunto a lassecuenciasde

salmón (U12143) y de trucha (L29771) extraídas de la base de datos
GenBank.En los 911 nucleótidosamplificados(excluyendolos cebadores)se

observóun porcentajede homología entre ambasespeciesde 95,2%. El
polimorfismo intraespecíficodel salmónfuede 1,2%y el de la trucha0,9%.
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Figura36. Análisis electroforético de los productos de PCR del gen
mitocondrial 165 ARNr de (1) salmón fresco, (2) salmón
ahumado,(3) truchafresca, (4) trucha ahumada,(5) palometa
frescay (6) palometaahumada.M = marcadorde pesomolecular
100pb.



Resultados 157

Figura 37. Secuenciasde ADN departedel gen 16SARNr de un salmóny
una trucha alineadas con la secuenciahomóloga de trucha
(número de accesoL29771) y de salmón (número de acceso
U12143)de la basededatosGenBankLas dianasde restricción
de las enzimas Hpa 1 (5’-Gfl4-AAC-3’) y Bst LII (5’-

GUIITAACC-3’) se muestransombreadas.Los nucleótidosen
negritade la secuenciade la truchaindican la posición de los
cebadores 16S-1 y 16S-2 utilizados en la reacción de
amplificación. (-.-) base inexistente; (.) base igual a la de la
secuenciaL29771;(N> baseno identificada.
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Figura37. (continuación)
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Figura 37. (continuación)
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IV.3.5.3. Análisis de restricción de fragmentes del gen 16S ARNr
amplificados por PCR(PCR-RFLP)

Conel programaMAP seconstruyeronlos mapasderestricciónde las

secuenciasdel gen 168 ARNr de salmóny trucha.A partir de ellos (Figuras

38y 39) seseleccionaronendonucleasasapropiadaspara diferenciarlas dos

especiesdepescadoestudiadas.

Como resultadode la comparaciónde los mapasderestricciónde las

secuenciasdisponibles,y siguiendocriterios de especificidadde especiey
disponibilidadcomercial,seeligieronlasendonucleasas1/pa Iy Rs!Fil.

La Figura40 muestralos resultadosobtenidosdespuésde la digestión

de los productosde PCR de muestrasmuscularesfrescasy ahumadasde

salmóny truchaEn las secuenciasdesalmónexisteun puntode corteparala

enzimaHpa 1, dando lugar a dos fragmentosde 804 pb y 146 pb. Sin
embargo,enlassecuenciasde truchanohayningunadianaderestricciónpara

la enzimatIpa 1. Asimismo, la enzimaBstFIL cortalosproductosdePCR de

trucha, originandodos fragmentosde 513 pb y 437 ph, mientrasque los

productosde PCR de salmón permaneceninalterados. Estos resultado%

detectablesporelectroforesisengel deagarosa,corroboranperfectamentelos
mapasde restricciónde las secuenciasde ADN disponiblesy confirman la

ausenciadepolimorfismointraespecificoentrelasmuestrasanalizadas.

La Figura41 muestrael análisisderestricciónde los productosde PCR

del gen 168 ARNr obtenidosa partir de huevasfrescasde salmóny truchay

huevasahumadasde salmón.Los resultadosobtenidoscoincidencon los de
tejido muscularen el casode huevasfrescasde salmóny trucha(Figura41,

lineas3 y 4). Sin embargo,igual que sucedecon el gen COLI, los perfilesde
huevasde salmónahumadas(Figura41, lineas5, 6 y 7)no coincidieroncon el

perfil de restricciónde lasmuestrasfrescas.
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Figura38. Mapade restriccióndeun fragmentodel gen 16S ARNr de Salmo
salar (número de acceso U12143, GenBank). La enzima
seleccionada(Hpa1) apareceennegritay sudianaderestricción(5’-
GTT4AAC-33semuestrasombreada.

Hincil DdeI Bs1I 1
MseI Udel ¡ SthlS2I RsaI [

II
OTATAAAAOTTAAAACTAAGTCAAOAAAOOATTTTTOOACCTTAGTAOGGGOGAOGGAAA

1138 ——-4- -4- + + + + 1197
GATATTTTGAATTTTGATTOAGTTGTTTGGTAAAAACGTGGAATOATGOOCGOTGOOTTT

Alul
Aclí CviJI

Tsp5O9T PsaI MwoI

II
AGGAAAOAATTT GAGOAAOAGAAAAAGTAOOGOAAGGAAAGOTGAAAGAGAAATGAAAOA

1198 ——+ + + + 4- -4- 1257
TOCTTTGTTAAAOTOGTTGTOTTTTTCATGGOGTTOCTTTCGAOTTTOTOTTTAOTTTGT

OviJí
SfaNI

NlaIII ¡
Mal H1n41 Hpyl78III 1

OviJí 1 Hin4I j RcaI 1 i 1
MseI 1 1 MseI RsaI OviRI I ¡ 1 ¡

II II ¡ LIII ¡
AOOOATTTAAGOOTAGAAAAGCAGAGATTAAATOTOGTAOCTTTTGOATOATGATTTAGO

1258 ——+ + + + -4- -4- 1317
TGGGTAAATTOGGATOTTTTOGTOTOTAATTTAGAGOATGGAAAACGTAGTAOTAAATOG

NgoGV Hpyl78III

N1aTV MspII
OvijIl BsaWII

Haellil EspEIl I
Stbl32I EcoOlO9II I Mal Muí II

Oac8I Aval I Sau96II 1 SthlS2I Cvi JI ji

¡ ¡ 1 III I ¡ III
OAGOAAAOOOGAGOAAAGAGAAOTTTAGTTOAGGOOOCGAAACTAGAOGAGOTAOTOOGG

1318 ——+ -4- + -4- + -4- 1377

GTOGTTTGGGOTCGTTTCTO’PTGAAATOAAGTCOGGGGOTTTOATOTGOTCGATGAGGOO
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Figura35. (continuación)

Cvi JI BslI
Haelil 3th1321

5au961 1 MnlI ¡
BslI j ¡ BsmAI AvaI¡

OjePí ¡ ¡ ¡ EsmEl BanhIl ¡
EcotIl ¡ ¡ Sthl32T¡ Espl2S6t¡ ¡

Ovijí ¡ ¡ 1 ¡ BscGI ji OjePI OviJI II ¡
LIII ¡ II ¡ III ¡

AOAGOOTATTATAGGGOOAAOOOGTOTOTGTGGOAAAAGAGTGGAOGAGCOOOGAGTAGA
1378 + + + + + + 1437

TGTOGGATAATATCOOGGTTGGGCAGAGAOAOOGTTTTOTCAOCTGCTOGGGGOTOATOT

BfaI
OvIJT ¡

Maelil Tagí 1 ¡ Muí BpulOI
Tsp45I HphI¡ ¡ I OviJI tJdel OviJí

II II ¡

GGTGAOAAAOOTATOGAGCOTAGTTATAGOTGGTTGCTTAGGAAATGAATAGAAGTTOAG
1438 ——+ + + + + + 1497

COAOTGTTTGGATAGOTOGCATOAATATOGAOOAAOGAATOCTTTAOTTATCTTOAAGTO

OviJI

Hael Avail
Haelil EcoOlO9I

5ce831 PspSII
ScrFI¡ ¡ Sau96I

BsaJI ¡ ¡ 5se86471 BsmFI
EcoRhl ¡ ¡ ¡ DdeI ISmil IMnhl

¡ ¡3 ¡ 1 3 1 ¡ ¡
OOCOOTGGOCTTOTTAGGAOOTOAAGGTAAAAOTAAOOTTGTOOCAAAGAAAO0AAGAGA

1498 ~+ + + + + + 1557
GGGGGAOOGGAAGAATOOTGGAGTTOCATTTTGATTGGAAOAGGGTTTOTTTGGTTOTOT

Sau3AI
BpulOI 1

DdeT ¡
OviJI¡ ¡

MnhI Alul Enu4HT ¡
MseI ¡ OviJI Taul II ¡

Hin4I¡ RsaI I AceIIT MseI Aclíl ¡1
II ¡ ¡ ¡ I 1 ¡¡II ¡

GTTAATOAAAGGAGGTAOAGOTOCTTTGAAOAAGGACAOAAOOTTAACAGGCGGOTAAGG
1558 ~+ + + + + + 1617

OAATTAGTTTOOTCOATGTOGAGGAAAOTTGTTOOTGTGTTGGAATTGTCOGOCGATTOO
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Figura 38. (continuación)

DdeI
OvíJí 3 MwoI

HaelIl 1 EspMI¡
AlwI TspPI ¡ OviJí BbvI ¡ ¡

Tsp5O9t ¡ 5au961 ¡ 1 Fnu4HI ¡ OviRí II
Opul 1 ¡DdeI MachI TaaI 3 ¡ 3 TseII ¡AarI ¡ 1 II

II 1 ¡ ¡II III ¡ II
ATOATAATTAOTAAGGCAACOTGTTACAGTGGGOOTAAGAGCAGOOAOOTGOATAGAAAG

1618 ——+ + + + + + 1677

TAGTATTAATGATTOOGTTGGAOAATGTOAOOOGGATTCTOGTOGGTGGAOGTATOTTTO

Hpyl 88IX
DdeI ¡

Aluhí ¡ HaeIV
OviJIl ¡ OviJí MnlI ¡

MseI ¡ ¡ ¡ BseMIII Hpyl7BIIIIHin4I Bcefl TaaI

III II II 3
OGTTAAAGOTOAGAOAGATATAAGOCTOTTATOOTGATAAAAAATOOTAOOOCOOTAAOO

1678 ——+ + + + + + 1737
GOAATTTOGAGTCTGTCTATAT’TOGGAGAATAGGAOTATTTTTTAGGATGGGGGGATTGG

OviJí
Odel ¡

RsaT 3 3 NiahIl Nialil Mal MnlI
II ¡ 1 ¡

GTACTAAGOOGTTOOATGOTOAOATGGAAGCGATTATGOTAGAAT GAGTAATAAGAGAG G
1738 ——+ + + + + + 1797

OATOATTOGGCAAGGTAOGAGTGTAOCTTCGOTAATAOGATOTTAOTOATTATTOTOTOO

Faul
5th1321 ¡

Aclí II
Ojel ¡ II

NgoGV ¡ II
NiIaIV ¡

AvaIl ¡ ¡ II
5au961 ¡ 3 II

Simí 1 ¡ II
MspI ¡ ¡ 3 II

NiIaIII BsaWIl 1 3 ¡ LI
NspI Avahl ¡3 ¡ ¡ II

BplII RsrII II 1 ¡ ¡ II
Ojel Afluí II 5au961 II ¡ 1 ¡ II

Hin4I ¡ Mmd BspLUllI 1 IHpy1OSIXI 1 ¡ 1 ¡ 1 II
¡ 3 3 ¡ II II ¡3 ¡ ¡ ¡ II

AOA?VOTCTOTOOOAGOACATGTGTAAGTOGGAOOGGAO0CG0OAO0GA0AAATJkOGAIkO
1798 ——+ + + + + 4- 1857

TGTTGAGAGAGGGTOGTGTAOAOATTOAGCOTGGOCTGGGOGGTGGOTGTTTATTGOTTG
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Figura 38. (continuación)

OviJí
OviJí TaaI ¡

14n11 ¡ SfcI¡ 1
II II

OOAAGOOAAGAGGGAAOTGTAGOOOAGAAOAAATAO OGAGAAAAAO OTAOATOAAOAAAT
1858 ——+ + + + + + 1917

GGTTOGGTTOTOOOTTGAOATOGGGTOTTGTTTATGGOTOTTTTTGGATGTAGTTGTTTA

Rl e/U
BsIHKAI ¡

Hincíl Bspl2S6I 3
MilI ¡ ¡

MseI¡ BslI j ¡ 1 EarI MboII

II 3 ¡ ¡
OGTTMCOOOAOAOAGGAGTGOTOACAGGGAAAGAOOTAAAGGAAGAGAAGGAAOTOGGO

1918 —~-+—— — -4- -4- + + + 1977
GcAATTGGGGTGTGTOOTOACGAGTGTOOOTTTOTGGATTTOOTTOTOTTOOTTGAGOOG

Aval 1
EcoOlO9I

TthlllII EsmEl Psp5II
Ovijí IMnlI MnlI MnlI Sau9GI

¡ ¡ ¡ ¡
AAAOAOAAGOOTOGOOTGTTTAOOAAAAAOATOGOCTOTTGTAAATOAAAACATAAGAGG

1978 ——-4- + + + + + 2037
TTTGTGTTOGGAGOGGAOAAATGGTTTTTGTAGOGGAGAAOATTTAGTTTTGTATTOTOO

MaeLII
Tsp45I

Faul I
5th1321¡ ¡
CacEl ¡3 ¡

Aclí ¡ ¡3 ¡
NgoGV¡ ¡ II
NlaIl.J ¡ ¡ II 1 MseI

¡ ¡3 ¡
TOOOGOOTGOOOTGTGAOTATGGGTTTAAOG

2038 ——+ + + 2068

AGGGOGGAOGGGAOACTGATAOOOAAATTGC
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Figura39. Mapa de restricción de un fragmento del gen 165 ARNr de
Oncorhync/wsmykiss (número de acceso L29771, GenBank>. La
enzima seleccionada(Rs! EII) apareceen negnta y su diana de
restricción(5 ‘-G4-GTAACC-3’) semuestrasombreada.

MseI
Tsp5OSI ¡

tjdeí 1 ¡Emolí Odel Salí BajEl

ji ¡ 3 ¡
OAATAAAAOTTAGAATTAAGTOAAOAAACOATTTTTOOACOTTAGTAGGGGOCAOCGAAA

2138 ——+ + + + + + 2197
GTTATTTTGAATCTTAATTOAGTTGTTTGGTAAAAAGGTGGAATOATCOOCGOTGGOTTT

Taqíl Acil Muí
TspSO9I ¡ RsaI ¡ OviJí TspSO9I

¡ ¡
AGGAGATAATTGAGOAAOAGAAAAAGTAOOGOAAGGGGAAGOTGAAAGAGAATTGAAATA

2198 ——+ + + 4- + + 2257
TOOTOTATTAAOTOGTTGTOTTTTTOATGGOGTTOOOOTTOGAOTTTOTOTTAAOTTTAT

BaeMíl
OviJí ¡

SfaNI ¡ ¡
NialIl 3 ¡

Efal Hin4I Hpyl78III ¡ ¡
OviJí 3 Hjn4I ¡ Roal ¡ ¡ 3 II

MseI 3 ¡ HseI 1 RsaI OviRI ¡ ¡ ¡ II
3 ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ 1 1 ¡ II

AOOOATTTAAGOOTAGAGAAGOAGAGATTAAATOTCGTACOTTTTGOATOATGATTTAGO
2258 ——+ + + + + + 2317

TGGGTAAATTOGGATOTOTTOGTOTOTAATTTAGAGOATGGAAAAOGTAGTAOTAAATCG

NgoGV
N1aIV Alul

OviJII OviJí
HaeIII¡ 5th1321 ¡ Mcii

BpuIIOI EcoOlO9II I Mal ¡ SerFí
OacBT DdeI Sau9EII ¡ Sthli32I ¡ ¡ Mspr¡

¡ I ¡¡3 ¡ II ¡3

OAGOAOAOOTGAGOAAAGAGAAOT’ITAGTTTAGGOOCOOGAAAOTAGAOGAGOTAOTOOG
2318 ——+ + + + + + 2377

GTOGTGTGGACTOGTTTOTOTTGAAATCAAATOOGGGGGCTTTGATOTGOTCGATGAGGO
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Figura39. (continuación)

OviJí
HaeIII

5au961 1 BsmFI

EsmEl ¡ MnlI ¡
BslII ¡ 3 Bsn-iAI AvaI¡ ¡

OjePí 1 ¡ 1 ¡ BsmBI BarilIl 1
EcoNí 1 ¡ 1 ¡ 5th1321¡ Bspi2B6II ¡

OVIJI 1 33 ¡ 3 BscGI ¡3 OjePí OviJí II ¡
3 ¡1 ¡ ¡¡1

GGAOAGOCTATTGTAGGGCOAAOOOGTOTOTGTGGOAAAAGAGTGGGAOGAGOOOOGAGT
2378 ——+ + + + + + 2437

OOTGTOGGATAACATOOOCGTTGGGOAGAGAOAOOGTTTTOTOACOCTGOTOGGGGCTOA

Mal
OviJil j

BslI Taqí ¡ 1 Muí EpulOl
5th1321 HphIl 1 ¡ OviJí Udel

¡ II ¡3 ¡
AGAGGTGATAAAOOTATOGAGOOTAGTTATAGOTGGTTGOTTAGGAAATGAATAGAAGTT

2438 ——+ + + + + + 2497
TOTCOAOTATTTGGATAGCTOGGATOAATATCGAOOAAOGAATOOTTTAOTTATOTTOAA

BsmFI
MseI ¡

Afilil ¡
AvaIl ¡¡ ¡

EcoOlO9I ¡ ¡
Psp5II II
5au961 ¡ ¡ ¡

5se86471 33
Odel 3 I¡ ¡

5th1321 1 ¡ ¡1 ¡
OviJí 3 ¡ ¡ ¡3

MspI 3 ¡ 1 3 ¡¡
NciI 3 ¡ ¡ ¡ ¡¡ 3

ScrFI ¡ 1 II ¡
EsaJí 3 ¡ ¡ 3 3 3¡ ¡ SorFí

OviJí 3 ¡ 3 3 ¡ ¡SmlII 3 SspI EcoRíl 1
¡ 3 ¡ ¡ 3 ¡ ¡ II ¡ 3 ¡

OAGOOOOOOGGOTTTOTTAGGAOOTTAAGGTAAAAOTAATATTGTOOOAAAGAAAOOAGG
2498 ——+ + + 4- + + 2557

GTOGGGGGGOOGAAAGAATCOTGGAATTOCATTTTGATTATAAOAGGGTTTOTTTGGTOO
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Figura 39. (continuación)

BpulGI

DdeI
OviJí ¡

Mnl 1 Mur Fnu4HI 1 ¡
EsaXí ¡ OviJí fluí ¡ ¡
Hin4I RsaI 3 AceIlí MseI Acilí II

1 1 1 1 3
AGAGTTAGTOAAAGGAGGTACAGCTOOTTTGAAOAAGGAOAOAAOOTTAAOAGGCGGOTA

2558 ——+ + + + + + 2617
TOTCAATOAGTTTCOTOCATGTOGAGGAAAOTTGTTOOTGTGTTGGAATTGTOOGOOGAT

Dde 1

BsgI 1
Bstfll OviJI¡3 Mwolt
Maelíl Haellil ¡ BspMII

EsaJí ¡ TspRIl¡ OvIJIE BbvI ¡1
Dpnt StyI I 5au961 ¡¡3 Fnu4HI ¡ OviRí 1 1 ¡

Sau3AI 3 AlwI ¡ ¡ MaeXIZ TaaI ¡¡1 TseIj ¡AarI ¡
II II 1 1 ¡ LIII I¡3 III

AGGAT0ATAGTTC0AA~Otfl.flCTGTTA0AGTGGG0OTAAGAGOAGOOA0OTGOACAGAA
2618 ——+ +———rt

44~4 + + + 2677

TOOTAGTATOAAGGTTCf~fl~AOAATGT0AO0OGGATTOTOGTCGGTGGACGTGT0TT

Hpyl 88 IX
DdeI ¡

AluI¡ 3 HaeIV
OviJlIf l MnlI

MseI ¡3 ¡ BseMII HpyilSIIIIHin4I Bcefí

AGOGTTAAAGOTOAGAOAGATAOAAAOOTOTTATOCTGATAAGAAATOOOAOOCOOCTAA
2678 ——+ -4- + + + + 2737

TOGOAATTTOGAGTOTGTOTATGTTTGGAGAATAGGAOTATTOTTTAGGGTGGGGGGATT

Nialíl
EsaJí ¡

BstDST ¡
OVIJI EarI ¡

Odel ¡ tIcol 1
RsaI ¡ ¡ StyI ¡ Mal

TaaI ¡ 1 1 NialIl 1 3 MboII Tatí

¡ 3 3
OCGTAOTAAGOOGTTOOATGOCOOCATGGAAGAGATTATGOTAGAATGAGTAATAAGAGA

2738 ——+ + + + + + 2797
GGOATGATTCGGOAAGGTAOGGGGGTAOOTTOTOTAATAOGATOTTAOTOATTATTOTOT
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Figura 39. (continuación)

Ojel
NgoGV
N1aIV

AvaIl 3
Sau96r

Símí ¡
MspI 1 ¡

Niallí BsaWII 1 ¡
NspI AvaIl ¡ ¡ ¡ ¡

Ojel BplI¡ RsrII ji ¡ ¡
Hin4I 3 AflIlí ¡ ¡ 5au961 II ¡ ¡
Rsalj ¡ 14meI BspLUllI 1 jHpyl8SIXI II ¡ ¡

¡ 1 1 tI ¡3 ¡¡ ¡ ¡
GTACAACTOTOTCOCAGOACATGTGTAAGTOGGAOOGGACOOCOOAOOGACAAATAACGA

2798 ——+ + + + + + 2857
OATGTTGAGAGAGGGTOGTGTAOAOATTCAGOOTGGOOTGGGGGGTGGOTGTTTATTGOT

OviJí
Hael

HacíTí
TaaI ¡

MnlI SfcI¡ ¡ TthlllII

¡ ¡
AOOOAAAOOAAGAGGGAAOTGTAGGOOAGAAOAAAOAOOAAGAAAAAOOTAOAOOAAOAA

2858 ——+ + + + + + 2917
TGGGTTTGGTTOTOOOTTGAOATOOGGTOTTGTTTGTGGTTOTTTTTGGATGTGGTTGTT

BleAI
BsaJI ¡

StyI 1
Bsp128613 ¡

MslI BmgI ¡ ¡
Maelíl BslI ¡EseSí ¡ ¡ 3 Símí EarI MboII

3 II LII¡ 1
ATOGTTAOOOOCAOAOAGGAGTGOCOOAAGGGAAAGAOOOAAAGGAAGAGAAGGAAOTOG

2918 ——+ + + + + + 2977
TAGOAATGGGGOTGTGTOCTOAOGGGGTTOOOTTTOTGGGTTTOCTTCTOTTOOTTGAGO

TthlllII MnlI ¡WalT
Ovijí tMnlI OviRí iMnil Sau96I

¡ ¡ ¡ ¡ 1 3 ¡

GOAAAOAOAAGOOTOGOOTGTTTAOOAAAAAOATOGOOTOTTGOAAATOAAAAOATAGAG
2978 ——-& + + + + + 3037

OGTTTGTGTTOGGAGOGGAOAAATGGTTTTTGTAGOGGAGAAOGTTTAGTTTTGTATCTO

OacSI
EclI ¡Maellil

AciI¡ ITsp4ST MseI
¡¡ ¡

GTOOGOOTGOOCTGTGAOTATGGGTTTAAOG
3038 ——+ + + 3068

OAGGOGGAOGGGACAOTGATAOOOAAATTGO
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sin digerir

M 12 3 4 5 6 7 8 9 10 M

600 pb —~

lOOpb -*

Figura 40. Perfiles de restricción de los productos de PCR del gen 16S
ARNr obtenidosde muestrasde salmón atlánticoy truchaarco
iris. Muestras:(1, 3, 7) salmónfresco,(2, 5, 9) truchafresca,(4,
8) salmónahumadoy (6, 10) truchaahumadtM marcadorde
pesomolecular100 pb.

Hpa 1 BuEn
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1234567M1234567

HpaI BU EH

Figura 41. Perfil de restricción de los productos de PCR del gen
mitocondrial 16S ARNr obtenidosde muestrasde (1) salmón

fresco,(2) truchafresca,(3> huevasfrescasdesalmón,(4) huevas
frescasde truchay (5, 6 y 7) huevasahumadasde salmón.M=
marcadordepesomolecular100 ph.



Resultados 171

IV.3.6. UTILIZACIÓN DE UN FRAGMENTO DEL GEN pi? COMO
MARCADOR GENÉTICO PARA LA IDENTIFICACIÓN DE
ESPECIESDE PESCADO

IV.3.6.1. Muestrasanalizadas

El marcadorgenético nuclearpS3 se utilizó para analizarADN de

muestrasde tejidomuscularfrescoy ahumadodesalmón,truchay palometa.

IV.3.6.2. Amplificación de los exones 5 y 6 del gen nuclear p53 Y

secuenciaciónde los fragmentosamplificados

Utilizando los cebadoresp53-5 y p53-7 y las condiciones de la

reacciónde PCRdescritasen la sección111.2.4.5.4se amplificó un fragmento

de 532 pb en todaslas muestrasde salmónanalizadas,mientrasque con las

muestrasde truchase obtuvoun fragmentode 518 pb (Figura 42), Con las

muestrasde palometano seconsiguióamplificarningúnfragmento.

Los productosde PCRde unamuestrade salmóny otrade trucha,una

vez purificados (ver sección 111.2.4.7.1), se enviaron al Centro de

InvestigacionesBiológicas del CSIC para ser secuenciadosutilizando el

cebadorp53-7.En la Figura43 se muestrala alineacióndedichassecuencias

con una secuenciade trucha arco iris (Kussery col., 1994). Mediante la

comparaciónde la secuenciade trucha con las bases de datos se pudo

identificar la región comprendidaentre los nucleótidos 194 y 420 como

intrón, mientrasque los nucleótidos1 a 193 correspondenal exón 5 y de las
posiciones421 a 533 al exón 6. Las diferenciasdetectadasentre las dos

secuenciasde truchasereducena la inserciónde unatimina en la regióndel

intrón. Sin embargo,la comparaciónde la secuenciade salmóncon las de

trucha muestra diferencias de tamaño y secuenciaen el intrón y una
homologíaen lasregionescorrespondientesa exones(excluyendocebadores)

del 98,5%.
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525 pb/500pb ~

-fr

Mil 3

Figura 42. Análisis electroforético de los productos de PCR. del genpi? de
(1) salmón ahumado, (2) trucha ahumada y (3) palometa
ahumada.M = marcadorde pesomolecular10<)pb.

lOOpb
50pb
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Figura43. Secuenciasde ADN de partedel genp53 de un salmóny una
truchaalineadascon la secuenciahomóloga de Oncorlrynchus
myk¡ss(Kussery col., 1994). Las dianasde restricciónde las
enzimasEco RV (5 ‘-GATtATC-3’), Hinf 1 (5 ‘-GI

tANTC-3’) y

Taq 1 (5‘-TI.-CGA-33, y el intrón seencuentransombreados.Los
nucleótidosen negritade la secuenciade la truchaindican la
posiciónde los cebadoresp53-5y p

53-7utilizadosen la reacción
deamplificación.(—) baseno secuenciada;(.) baseigual ala de la
secuenciadeKussery col. (1994); (N} baseno identificada.
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Figura43. (continuación)
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IV.3.63. Análisis de restricción de fragmentos del gen nuclear PSS
amplificados por PCR (PCR-RFLP)

Mediante el programa MAP (GCG) se realizaron los mapas de
restricción de las secuenciasde los fragmentosamplificados de salmón
(Figura44) y trucha(Figura45) y setradujerona aminoácidoslassecuencias

de nucleótidos.Comparandolos mapasde restricción de la secuencíade

salmóncon lasdossecuenciasdetruchay siguiendocriteriosdeespecificidad

de especiey disponibilidaden el laboratorio,seeligieronlas endonucleasas

Eco RV, Hinf 1 y Taq 1 (New EnglandBioLabs,Beverly, MA, USA) para

diferenciarlasmuestrasdesalmóny trucha.La comparacióndelas secuencias

aminoacídicasde salmóny trucha puso de manifiesto un cambio en un
aminoácido,el residuo17 del exón6 esalaninaensalmóny sermaen trucha.

En 1. Figura46 se muestranlos resultadosobtenidostras digerir los

productosdePCRde salmón.Como sepuedeapreciar,la enzimaEcoRV no

cortólos productosde PCR de salmón.La enzimaHinf 1 reconocióun punto

de corteoriginandodasfragmentosde 185 pb y 347 pby la endonucleasaTaq

1 reconociótambiénun lugar de restricción,produciendodosfragmentosde

267 pb y 265 ph. En la Figura47 seobservacómola digestióncon la enzima
EcoRV de losproductosdePCRdetruchaoriginó dosfragmentosde 156 pb

y 362 pb, mientrasque las otras dosenzimas(Hínf 1 y Taq 1) no cortaron

ningúnproductodePCRdetrucha.

IV.3.7. UTILIZACIÓN DE UN FRAGMENTO DEL GEN 55 RNAr

COMO MARCADOR GENÉTICO PARA LA
IDENTIFiCACIÓN DE ESPECIES DE PESCADO

IV.3.7.1. Muestrasanalizadas

El marcadornuclear 55 ARNr se utilizó para analizar ADN de

muestrasde tejidomusculardesalmón,truchay palometaahumados.

IV.3.7.2. Amplificación del gen SS ARNr y secuenciaciónde los

fragmentesamplificados

Utilizando los cebadores55-1 y 55-2 y la reacciónen cadenade la
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Figura 44. Mapa de restricción y secuenciaaminoacídica de un fragmento del
genp53 de Salmosalar. Lasenzimasseleccionadas(Hínf 1 y Taq 1)
aparecenen negrita. La diana de restricciónde dichasenzimas(5’-

GI-ANTC-3’ y 5t.TWGA...3’) yíosaminoácidosque difieren con la
secuenciadeOncorhynchusmykisssemuestransombreados.
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Figura44. (continuación)
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Figura 44. (continuación)
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Figura45. Mapa de restriccióny secuenciaaminoacídicadeun fragmentodel
gen pS3 de Oncorhynchusmykiss.La enzima seleccionada(Eco

RV) apareceen negrita.La diana de restricciónde dicha enzima
(5‘-GAÚATC-3’) yíosaminoácidosquedifierencon la secuencia
de Salmosalar semuestransombreados.
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Figura 45. (continuación)

BsmAI
EsniBí

BtrI
Maelí ¡
BbvI ¡ ¡

OviJí ¡ ¡ 1 HgaI
Btu ¡ ¡¡¡ HphI 1

Maelí ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ Fnu4hI ¡ BsiHKAI

Maellí ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ TseI¡ ¡ ¡ Bspl2S6I
Tsp45I ¡3 ¡ ¡I¡ HphI¡¡ ¡ ¡ Mn1I ¡

¡ ¡¡ ¡ ¡¡¡ ¡¡¡ ¡ ¡ 1 ¡
TGAGTGACGTGGOTGAOGTGGTGAGACGCTGCOOTOACCACCAGAGCAOCAGCGAGAAOA

121 + + + + + + 180
AOTOACTGCAOCGAOTGCACCAOTCTGCGAOGGGAGTGGTGCTOTCGTGGTCGOTOTTGT

5 UVA DV VR RO PH H Q ST SEN N

Aci 1

b4spAlI
BsbI ¡ Niallir

Faul ¡ ¡ NspI
Sth132I¡ ¡ ¡ OviJí Afluí ¡
Esal ¡ ¡ 1 1 MwoI ¡ BspLUhlI 3 SauSAl

¡ ¡¡1 ¡ ¡ ¡ ¡ ¡
ATGAAGGTACACAACACAGCGGGAAAGGCTAGTCTTACCCATACTAAAACATGTTAGATT

181 + + + + + + 240
TACTTO¶~f~GTTGTGTCGCCCTTTCCGATGASAATGGGTATGATTTTGTACAATCTAA

E G mtron

SfaNI NqoGV
Hpyl78III ¡ N1aIV MaeTí

Malí ¡ AvaII¡ PraT ¡
XbaI ¡ ¡ ¡ MilI 5au961 ¡ Niel ¡

Dprit¡¡¡ ¡ OviRI¡ StnI¡ MseI¡ ¡
¡¡ ¡3 ¡3 3

GATCTAGAATGTGCTTTGATGOAGTATAGAGGGTCCAcAOTATAAAAGGAGTTTAAACGT
241 + + + + + -i- 300

OTAGATCTTACACGAAACTACGTCATATCTCOCAGGTGTGATATTTTCCTCAAATTTGCA

HaeIV
Maellí Hin4I

CATTTTATACTTACAaTaTGCCTM1!GMTTAACGCAAATaTTTGACTGATAf~

301 + + + + + + 360
GTAAAATATGAATCTGAACAACGGATAACT¶ACTCATTGCGTTTACAAAACTGACTATCC



Resultados 181

Figura45. (continuación)

BstEII
MaeIII

SthIS2I
Tsp451

ThaI
Aclí ¡
HphI ¡ ¡

Mnlí ¡ ¡
OjePI ¡ ¡ ¡

Avail ¡ 3 ¡ ¡ ¡
EcoOlO9I ¡ ¡ ¡ ¡ ¡

Psp5II 3 ¡ ¡ 1 ¡
5au961 ¡ 1 1 ¡ ¡

BseMII 5se86471 ¡ ¡ ¡ ¡
Odel MnlI ¡ Bsu36I 3 ¡ ¡ ¡ ¡

EcoRV ¡ TspRI¡MseI¡BssSI Udel ¡ ¡ 3 ¡ ¡ ¡
3 ¡¡ II ¡ ¡ ¡ ¡¡31

- UPGTCGGTTAATAZXCG
tXG’2TTTCTGrGCCTnSGTOOTGOCCOGCGAG

361 + + + + + + 420

TATAGfAAGTCACNA CGA?.3’TATGAW’ ~apA~g~~ TCOAGGAOGGGGOGCTO

4—
intrón P A E R 5

HpylS8IX
DpnI 1

HpylS8IX Sau3AI ¡ ¡
ScrFI 1 UrdIl ¡ 3 ¡

EcoRíl 3 ¡ NgoGV¡ 1 ¡
SexAl ¡ ¡ NaIVI ¡ ¡ ¡ Maelil FokI

Faul ¡ 3 MnlI OjePí 3 ¡ ¡ IMnil BccI¡ TaaI ¡
¡¡ ¡ ¡¡¡ ¡¡3 ¡ I¡ It

GTOACCTGGTOAGAGTTGAGGGGAAOCAGCGATCAGAGTATATGGAGGATGGTAACAGTN

421 + + + + + + 480
CAGTGGAOOAGTCTOAACTCOOCTTGGTOGCTAGTOTCATATAOCTCCTACOATTGTCAN

HL VR VE SN Q R E Y ME DG NS?



Resultados 182

EcoRV

SOOpb -*

lOOpb -.

Figura 46.

‘DEll Taj 1

Ml 2 341234 1234

Perfil de restricción de los productosde PCR del gen ¡ñ3

obtenidosde muestrasdesahnónatlánticodigeridosconEcoRV,
Hrnf 1 y Taq 1. Muestras: (1) salmón ahumadoValkiria (2)
salmónahumadoEl ReyVikingo; (3) salmónahumadoSkandiay
(4) salmón ahumado Domínguez. M = marcador de peso
molecular100 pb.
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EcoKV

SOOpb -*

lOOpb -.

Hlnf1 TaqI

Ml 23412341234

Figura47. Perfil de restricción de los productos de PCR del gen pS3

obtenidosdemuestrasdemichadigeridoscon Eco RV, Hínf 1 y
Taq 1. Muestras:(1) truchaahumadaSkandia (2) truchaahumada
Furosaimón;(3) trucha ahumadaPryca y (4) trucha ahumada
Domínguez.M = marcadordepesomolecular100pb.
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polinierasa(PCR), en las condicionesdescritasen la sección111.2.4.5.5,se

amplificaron fragmentosde ADN de distinto tamaño según la especie

analizada(Figura48). Losproductosde PCR de muestrasde salmónahumado

dieron lugar a dos fragmentosde 256 pb y 525 pb aproximadamente,las

muestrasde truchaahumadaoriginarondosfragmentosde 294 ph y 350 pb

aproximadamentey los productos de PCR de palometa ahumadados
fragmentosde450 pb y550pb aproximadamente.En cadaespecie,todoslos

individuosanalizadosdieronlugaral mismoperfil deamplificación.

A pesarque la diferentelongitud de los fragmentosobtenidospor la

reacciónde PCR permite identificar directamentelas muestrasde salmón,
truchay palometaahumados,se consideróconvenientecomprobarmediante

secuenciaciónque los fragmentosamplificadoscorrespondianefectivamente

al genSSADNr. Paraello, el fragmentode256 phde salmón,el de294 ph de

truchay el de 550 pb aproximadamentedepalometa,unavezpurificados(ver

sección 111247.1>, se secuenciaronen el Centro de Investigaciones
Biológicasdel CSIC utilizandoel cebador55-1. En la Figura49 semuestrala

alineación de dichas secuenciascon la secuenciapublicada de salmón

atlántico (Pendasy col, 1994). En la región codificante (120 pb) las
secuenciasde trucha y palometa eran iguales y sólo se apreciarondos

nucleótidosdiferentesentreéstasy la secuenciade salmón(Pendasy col.,

1994), y un nucleótido diferente entre nuestrasecuenciade salmón y la

publicadaporPendasy col. (1994>. Sin embargo,la regióncorrespondienteal

espaciadormuestranotablesdiferenciasen tamañoy secuenciaentrelas tres

especies.
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Ml 2 3 45678 9

525pbISOOpb >.

lOOpb ~

50 pb —*

FIgura 48. Anílisis electroforéticode los productosde PCRdel gen nuclear
SS ARNr de (1) salmón ahumado Domínguez, (2) salmón
ahumadoSkandia, (3) salmón ahumadoEl Rey Vikingo, (4)
trucha ahumadaDomínguez, (5> trucha ahumadaSkandia, (6)
truchaahumadaPiyca, (7) palometaahumadaDomínguez,(8)
palometaahumadaVailcixia y (9) palometaahumadaUbago.M=
marcadordepesomolecular100pb.
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Figura 49. SecuenciasdeADN departedel genSS ARNr deun salmón,una
truchay ¡mapalometaalineadascon la secuenciahomólogade 8.
salar (Pendasy col., 1994). Los nucleátidosen negrita de la
secuenciadel salmónindicanla posiciónde los cebadores55-1 y
SS-2 utilizados en la reacción de amplificación. La región
codificanteconservadasemuestrasubrrayada.
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Figura 49. (continuación)
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VA. PRODUCCIÓNDE INMUNOSUEROSY DESARROLLODE

TÉCNICAS INMUNOENZIMÁTICAS (ELISA) PARA LA

IDENTIFICACIÓN DE SALMÓN (Salmo salar), TRUCHA

(Oncorhynchusmykiss)Y PALOMETA(Brama rail) AHUMADOS

Vid. OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES

El desarrollo de inmunoensayasrequiere disponer previamente de

anticuerposcon especificidady afmidadadecuadasparael antígenoobjeto de

investigación. La selección de los extractosantigénicos utilizados como

inmunógenosy la especie animal empleada en la obtención de los

ininunosueros determinan, junto a la patita de inmunización, las

característicasde los anticuerpospoliclonalesobtenidos.

Como antígenospara la obtención de inmunosuerosútiles en la
identificaciónde especiesse puedenempleardiversasfraccionesproteicas.

Varios investigadores(Buchmanny Pedersen,1994; Oberst y col., 1993;

Domínguez y col., 1997) han utilizado las proteínas séricas o las

sarcoplásmicascomo inniunógenospara identificar especiesde pescadoen

productos no sometidosa tratamiento térmico. Para la identificación de
productostratadospor el calor se han empleadootras alternativas,como las

proteínassolublesextraídasde dichos productos(Taylor y col., 1994a) o

proteínastermoestablesespecie-específicas(An y col., 1990; Obersty col.,

1996).

Dincery col. (1987),estudiaronel efectodel ahumadoen la detección

inmimológicade diversasespeciesanimalesen productoscárnicos,pero no

encontraronuna pérdidasignificativa de determinantesantigénicosde las

proteínas sarcoplásmicasatribuible al proceso de ahumado. Aunque es
improbable que el ahumado en frío del pescado modifxque la

inmunogenicidadde lasproteínassarcoplásmicas,enestetrabajoseha optado

por utilizar como extractosantigénicoslas proteínasmuscularessolubles

extraídasa partir de muestrasde salmón (PS5), trucha (PST) y palometa
(PSP)ahumadas(ver sección111.2.1.1).
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En la elección de la especieanimal utilizada para la producciónde

anticuerposinfluyen factorescomo la distanciafilogenéticacon la especiede
que procede el antigeno, la disponibilidad de un número suficiente de

animalesy la facilidad de manejo. Conejo, cobaya, rata y ratón son las

especiesmás utilizadas (Harlow y Lane, 1988), aunque la utilización de
animales de mayor tamaño, como cerdos, cameros, machos cabrios o

caballos, permite obtener grandesvolúmenesde inmnunosueroy durante
períodosde tiempomásprolongados.En estetrabajoseutilizaronconejosde

raza Nueva Zelanda debido a su fácil manejo y mantenimiento, a que

respondenbien a granvariedaddeantígenos(Dunbary Schwoebel,1990)y a

que permitíanobtenerun volumen de suerosuficientepara los objetivos del

trabajo.

Los conejosse inmunizaroncon los extractosantigénicosPSS,PST y

PSP emulsionadoscon adyuvantede Freund, alternándoseinoculaciones
intradérmicas,intramuscularesy subcutáneas(ver sección 111.2.2.1). Los

adyuvantesson preparacionesque aumentanla ininunogenicidadde un

antígenopor mecanismosinespecíficos(Rittenburg, 1990). Las inoculaciones
intradérmicasy subcutáneaspermiten que la liberación del antígenoa la

sangredel animal sealenta y prolongadaen el tiempo, mientrasque en la

inoculaciónintramuscular,la respuestadel sistemainmunológicodel animal

anteel antígenoesmásrápiday menosduradera(Deshpande,1996). Cuando

el título de los inimunosueros se consideró adecuado, los conejos se
sacrificaron,obteniéndoseaproximadamente400 ml de sangrepor animal,
Los inmunosuerosresultantesse purificaronparcialmentepor precipitación

selectivaconsulfato amónico(ver sección111.2.2.4).

La precipitación selectiva con sulfato amónico es el método más

utilizadoparala separaciónde lasproteínasen solucióny, enparticular,para

la separaciónde los anticuerposo ininunoglobulinasdel innunosuerototal.
La técnica se basa en añadir un tampón que contiene concentraciones

elevadasde iones fuertementecargados,como amonio o sulfato, a una

soluciónen la quelasproteínasseencuentranunidasa lasmoléculasde agua
formandopuentesde hidrógeno.Los ionesde amonioy de sulfato compiten



Discusión 191

con lasmoléculasproteicasporel agua,y lasproteínas,al perdersuunióncon
lasmoléculasde agua,disminuyensusolubilidady precipitan.

La purificación parcial de los inmunosuerospor precipitación con

sulfatoamónico(Harlowy Lene, 1988)presentalassiguientesventajas:

• La molaridad de la solución saturada de sulfato amónico es

suficientementeelevadacomoparaproducirla precipitacióndecasi todaslas

proteínas,alas queprotegefrentea la desnaturalización,previniendoademás

el crecimientomicrobiano.

• Es un métodoeconómico,sencilloy aplicablea volúmenesgrandesde

suero.

• Esútil parala concentracióny purificaciónde anticuerposdecualquier

especie.

• Minhuiza las interaccionesinespecíficas entre los anticuerpos y

determinados metabolitos o sustancias cuya configuración molecular

superficialseasemejantea la de los epítoposdel antígenoa analizar

V.1.2.VALORACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS
ANTICUERPOSPOLíCLONALESOBTENIDOSEN CONEJOS

Los iiununosuerosanti-PSS, anti-PST y anfi-PSP se enfrentaron,

mediantela técnicadel ELISA indirecto, con los extractosliofilizados de las

proteínasmuscularesde salmón(PSS),trucha(PST) y palometa(PSP).Los

resultadosobtenidosdemostraronquelos imnunosuerosno sólo reconocenlas

proteínasde la especiefrentea la que se obtuvieronsino tambiénlas de las

especiesheterólogas(Figura 15). Esta reactividad cruzadaera de esperar

debidoa que la relaciónfilogenéticaentrelasespeciesanalizadasesestrecha

y muchos de los determinantesantigénicos de las proteínasmusculares

puedensercomunesentodaslasespeciesanalizadas.Teniendoen cuentaque

los extractosantigénicosutilizadosparala inmunizaciónconteniantodaslas

proteínasmuscularessolublesextraídasdelas muestrasde pescadoahumado,

los conejosno sólo produjeronanticuerposfrente a los epítoposespecie-

específicos, sino también frente a aquellos que presentancaracterísticas
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comunesen las distintasespecies.Por tanto, antesde serutilizadospara la
identificaciónde especies,sedebíaneliminar los anticuerposinespecificosde

los inniunosueros.La eliminación de reaccionescruzadassepuedeconseguir
mediante técnicas de cromatografíade afinidad o mediante técnicas de

inmunoadsorción(Harlow y Lane, 1998).

La cromatografíade afinidadconsisteenhacerpasarlos inmunosueros
por columnas que contienen como ligandos de afinidad las proteínas

heterólogascon las que se producen reaccionescruzadasy recoger los

anticuerposespecíficosen unaúltima columnaque contienelasproteínasde

la especiefrente a la que seobtuvo el inmunosuero(Harlow y Lane, 1988).

Estatécnicase ha utilizado con éxito en nuestro laboratoriopara conseguir

anticuerposespecie-específicosfrente a proteínascárnicas (Martin y col,

1988)ylácteas(Garcíay col., 1991).

Como alternativaa la cromatografíade afinidadsepuederecurrir a la
neutralización,que consisteen mezclarlos inmunosueroscon los extractos

antigénicosliofilizados de las especiesheterólogascon el fin de bloquearpor

inmunoadsorción los anticuerpos que reconozcan epitopos en dichos

extractos, mientras que los anticuerpos que reconocen determinantes

antigénicosespecíficospennanecenactivos(Pinto, 1966;Duraudy col., 1974;

Dobersteiny Greuel, 1982).

Taylor y col. (1994a), utilizaron la neutralizaciónde inmunosueros

para la identificación de especiesde pescado.Este procedimientoresultó
eficaz para reducir las reaccionescruzadasde un suero anti-sardina. Sin

embargo,no mejoró la especificidaddel inmunosueroutilizado para detectar

la adulteraciónde atún(Thunnussp. o Euthynnussp.)conbonito (Sardasp.).

Domínguezy col. (1997), consiguieroneliminar de un inmunosuero

frentea proteínassolublesde halibutlasreaccionescruzadascon lasproteínas

del lenguadomedianteadsorcióndel inmunosueroanti-halibutcon proteínas
de lenguadoinmovilizadasenglutaraldehido.

En estetrabajo,la neutralización(ver sección111.2.2.5)ha resultadoser

un procedimiento eficaz para eliminar las reacciones cruzadas de los
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anticuerposanti-PSS,anti-PSTy anti-PSPcon los antígenosde las muestras

heterólogas(Figura 16). En consecuencia,no ha sido necesarioutilizar

columnas de purificación por cromatografia de afinidad, proceso de

purificaciónmáslargoy costosoquela neutralización.

V.l.3. DESARROLLODE UNA TÉCNICA DE ELISA INDIRECTO EN

PLACAS PARA IDENTIFICAR MUESTRAS DE PESCADO

AHUMADO

Unavez obtenidoslos anticuerpospoliclonalesespecíficosfrente a las
proteínasmuscularessolubles de salmón (PSS>, trucha (PST) y palometa

(PSP),seemplearonen el desanollode técnicasinmnunoenzimáticas(ELISA)
para identificar dichas especies de pescado ahumado. Para que el

inmunoensayoseaefectivo sedebeelegirun métodoy un formato adecuados

que se ajustena las necesidadesde uso. El imnunoensayomás utilizado

consisteen la unión a un soportesólido, bien de la muestraantigénicao bien

del anticuerpoque seutiliza en su detección(Rittenburgy Gxothaus,1992).

Una de las ventajasdel empleode un soportesólido es que permiteseparar

fácilmentelos antígenosy anticuerposunidospor reaccionesespecíficasde

los que no interaccionany, por tanto, permanecenlibres en solución. Esta

separaciónse consiguede formasencillacon lavadosintermediosde la placa,
procesoque se puedeautomatizarpara una mayor comodidad(Deslipande,

1996).

Levieux y Venien (1994), afirman que de los distintos formatos de
ELISA, el indirecto es el menos preciso si se compara con el ELISA

competitivo o el sandwich.La menorsensibilidadde esteformato sedebea

que la superficiede la placasetapizaconmuestrasbiológicascomplejas,que

ademásde contenerel antígenode interés incluyen un númeroelevadode
otras moléculas. En las técnicas del ELISA sandwich y del ELISA

competitivo se emplean anticuerposo antígenosde gran pureza, lo que

disminuye las interferenciasque afectan a la capacidadde detección del
anticuerpo,y por consiguiente,mejorala reproducibilidady especificidaddel

mnmunoensayo.
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Sin embargo,el empleode los anticuerpospoliclonales(anti-PSS,anti-

PST y anti-PSP)neutralizados,minimiza las reaccionescruzadasentre los

anticuerposy los componentesinespecíficosde las muestras,hecho que

penniteutilizar con éxito la técnicadel ELISA indirectoparala detecciónde

un antígenoenunamuestraproblema(Harlow y Lane, 1988), especialmente

cuandoel objetivo del ensayono consisteen la cuantificaciónprecisadel

compuestoanalizado.Además,éstaesla mássencillay rápidade lastécnicas

inmunoenzimáticasen cuantoa la obtencióny preparaciónde los reactivos

utilizadosy a su desarrollo,por lo queresultamuy adecuadaparael objetivo

deestetrabajo.

En la realizaciónde la técnicadel ELISA indirecto, lospocillos de las
placasde poliestirenose tapizaroncon dilucionesadecuadasen tampónPBS

de los extractos líquidos de las muestrasque contenían las proteínas

muscularessolubles del pescado (ver sección 111.2.3.1). Experiencias
preliminarespermitieronconocercuáleseran las concentracionesidóneasde

lasmuestrasparaobteneruna sensibilidaddel ensayoóptima.A continuación

se incorporaron los anticuerpos neutralizados que reaccionaron
específicamenteconlas muestrasde referenciay comercialesde la especiede

pescadoahumadofrente a la que se habíanobtenido. La efectividadde la
neutralizaciónde los anticuerposanti-PSS,anti-PSTy anti-PSPse muestraen

la Figura 16. Una vez que los anticuerposinespecíficosfueron bloqueados

con lasproteínasheterólogas(sección111.2.2.5),cadainmunosueroreconoció

solamenteal extracto antigénico frente al cual se produjo. Los complejos

antígeno-anticuerpoformadosdurantela neutralizaciónno interfieren en el

ensayo, ya que se eliminan junto a los anticuerposno reaccionantesdel
imnunosueroduranteel lavado posteriorde los pocillos. Sin embargo,hay

que señalarque la sensibilidadde los anticuerposanti-PST despuésdel

bloqueofue menorque la de los anticuerposanti-PSSy anti-PSP(Tabla 7),
probablementedebidoa que el sueroanti-PSTconteniamayorproporciónde

anticuerposinespecíficosque los otros dos ininunosueros.De hecho, la
cantidad de extracto antigénico heterólogonecesariopara neutralizar el

inmunosueroanti-PSTfue mayorque la necesariaen los imnunosuerosantí-

PSSy anti-PSP.
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De todas las muestrascomercialesde pescadoahumadoanalizadas,

solamenteunamuestrano fue reconocidapor ningunode los inniunosueros

obtenidos(Tabla 7). Esta muestraestabaidentificada comercialmentecomo

palometa, pero su ongen específico no pudo conocerse, ya que no
correspondíaconningunodelos tresinmunosuerosde que disponíamos(antí-

salmón, antí-truchay antí-palometa).Evidentemente,existe un error en el

etiquetadode dicho producto, que por sus característicasde presentación
(fileteado) puedepasardesapercibido.En el restode las muestrasanalizadas,

el ELISA indirectopermitióunaidentificaciónclarade muestrasahumadasde

salmón,truchay palometa.

Los resultadosobtenidospermitenconcluir que la técnicadel ELISA

indirecto,utilizandoanticuerpospoliclonalesfrentea lasproteínasmusculares

solubles de pescado ahumado, es un procedimiento adecuadopara el
reconocimiento específico de salmón, trucha y palometa ahumados. El

procesotecnológicoal que se sometenestospescados(ahumadoen frío) no

interfiere enla interpretaciónde los resultadosalcanzados.

Existen métodosalternativosbasadosen el estudio de las proteínas

sarcoplásmicasque sehan empleadoen la identificaciónde salmóny trucha.

Mediantela cromatografíalíquida de alta resolución,Osmany col. (1987)
separaronlas proteínassarcoplásmicasde 31 especiesde pescado,entrelas

que se encontrabala trucha arco iris. Asimismo, Armstrong y col. (1992),
analizaron por HPLC otras 15 especiesde pescado.La identificación de

especiespor cromatografíalíquida sebasaen la especificidadde los perfiles

de separaciónde las proteínassarcoplásniicasy aunquela técnica resulta
adecuadaparala identificacióndemuestrasde pescadofrescoo congelado,el

tratamientotérmico del pescadomodifica los cromatogramase impide la

identificación.La principal ventajade estemétodo es la rápidezdel análisis,

que serealizaen 1 horaaproximadamente.

De los métodos electroforéticosaplicados a la diferenciaciónde

especiesde pescado,el quehaproporcionadoresultadosmás satisfactorioses

el isoelectroenfoqueen geles de poliacrilamida. Laird y col. (1982),

analizaronlas proteínassarcoplásmicasde 40 especiesde pecespor éste
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métodoy consiguierondiferenciarespeciesfilogenéticamentecercanascomo

el salmónatlántico, la truchaarco iris y la truchacomún.Merchantey Ortín

(1993), diferenciaron igualmente por isoelectroenfoqueen Phastsystem

muestras de salmón y trucha ahumados. Uno de los principales

inconvenientesde la técnicade isoelectroenfoqueconsisteen la complejidad
de los perfiles electroforéticosobtenidos,lo que hacenecesarioreunir a

sistemas informáticos de interpretación de imágenespara comparar los
perfilesde muestrasproblemacon los de muestrasde referenciade identidad

conocida.Asimismo, se ha comprobadoque el tratamientotérmico de las
muestrasde pescadomodificalos perfileselectroforéticosobtenidos(Laird y

col., 1982; Dowdie y Biede, 1983;Abrams y col., 1984; Yowell y Flurkey,
1986;Aay col., 1989a,1989b)y puededificultar su interpretación.

Una de las principales ventajas de la técnica inmunoenzimática

desarrollada en este trabajo frente a las técnicas electroforéticas y

cromatográficasaplicables a la diferenciación de especies de pescado,

consisteen que los anticuerposse obtuvieronfrente a las proteínassolubles

extraídasdel pescadoahumado.En consecuencia,lasposiblesmodificaciones

en lasproteínascausadaspor el ahumadoen frío del pescadono afectana la

identificación. Además,las técnicasinmunológicassonfáciles de realizary
no requieren el uso de un equipo complejo (algunos kits han sido

desanolladosparaidentificarespeciescárnicasutilizando solamenteuna gota

de extractomuscular).No obstante,el principal inconvenientede la técnica

inmunoenzimáticadescrita en este trabajo consiste en la utilización de

anticuerpospoliclonales,cuya disponibilidadestálimitada por el volumende

sueroobtenidode los animalesde experimentación.

Los inconvenientes asociados a la utilización de anticuerpos

policlonalesradican en una disponibilidad limitada de los mismos y en la

necesidaddepurificarlosparaeliminar reaccionescruzadasy queposeanuna

especificidadadecuada.Algunosde estosinconvenientessepuedensuperar
mediantela utilización de la tecnologíade obtenciónde hibridomas(Kóhlery

Milstein, 1975), que teóricamentepermite obtener de forma continua e
ilimitada anticuerpos monoclonales, cuya principal característicaes la
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especificidad.En el análisis de los alimentos,la utilización de anticuerpos

monoclonalespresentaventajasrespectoa la de los policlonales, debido

fundamentalmentea su especificidady reproducibilidad. Sin embargo, la

obtenciónde anticuerposmonoclonaleses más laboriosay delicadaque la
obtención de anticuerpospoliclonales y con frecuencia los anticuerpos

policlonalespresentanuna mayor avidez por el antígeno, por lo que la
producciónde anticuerposmonoclonalesno estájustificadaentodoslos casos

(Harlowy Lane, 1998).

V.1.4. TÉCNICA DEL ELISA INDIRECTO EN PALETAS

La necesidadde encontrar métodos analíticos rápidos, sencillos,

económicos, sensiblesy de aplicación en la industria alimentaria, ha

impulsado en los últimos años numerososproyectosde investigaciónque

persiguen el desarrollo de técnicas rápidas que cumplan con estos

requenmientos.Latécnicadel ELISA indirectoenpaletasdesarrolladaeneste

trabajo para la identificación de muestrasahumadasde salmón, trucha y

palometase basó en el protocolo experimentaldescrito por Skerritt y Hill
(1991), para la detección de gluten en alimentos destinadosa enfermos

celiacos. Las principales diferenciasentre la técnica de ELISA indirecto
descritoen placasy la de ELISA indirecto en paletasafectanal soportede la

reacción antígeno-anticuerpo.En lugar de utilizar pocillos de placas de

poliestireno, en esta técnica imnunoenzimática rápida la reacción

inmunológicasedesarrollaen unaspaletasdepoliestirenoque se introducen
en tubos de polipropileno y los lavadosse realizan con agua del grifo en

sustituciónde los tamponesde lavado.

Utilizando las condicionesóptimasdescritasen la sección111.2.3.2, se

identificaron visualmentey de forma inequívocalas muestrasde salmón,

truchay palometaahumadosenmenosde 2 horas(Figura 17).

La técnicade ELISA en paletasreúne lasmismascaracterísticasque la
realizada en placas. Además, la sencillez de este procedimiento, la

identificaciónvisual de los resultadosy el coftoperiodode tiemporequerido

para el análisis cualitativo de muestrasde pescado ahumado, lo hacen
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especialmenteadecuadocomo pruebade campoen programasde inspección

dondeesposibleel fraudepor sustituciónde especies.

Vi. DESARROLLO DE TÉCNICAS DE PCR PARA AMPLIFICAR

MARCADORES GENÉTICOS UTILIZADOS EN LA

IDENTIFICACIÓN DE MUESTRAS FRESCAS Y AHUMADAS

DE SALMÓN (Salmo salar), TRUCHA (Oncorhynchus mykiss) Y

PALOMETA (Bramarail)

El desarrollo y puestaa punto de la reacción en cadena de la

polimerasaha marcado un antes y un después en todas las áreas de

investigaciónbiomédica,ya que debido a su especificidad,sensibilidady

rapidezrepresentauna poderosaherramienta,cada vez más utilizada en el

estudioy caracterizaciónde especies,poblacionese individuos (Meyer y

Candrian,1996).

Las basesteóricasde la reacciónde PCR se presentaronpor primera

vez a principios de los setenta,pero no señahastamitad de los ochenta

cuandose conseguiríasu materializaciónen una técnicaque permitiera la
amplificacióndel ADN correspondientea genesindividuales,a partir de una

muestrade ADN total de un organismo(Saiki y col., 1988). En los últimos
años, las técnicasde PCR se han utilizado en medicinaforense y en el

diagnósticode muchasenfennedades(Ferre y col., 1993; Secchieroy col.,

1995), en la detección de parásitos (Jinneman y col., 1998) y de

microorganismospatógenosy alterantesde los alimentos(Hill, 1996;Wangy

col., 1997; Venkitanarayanany col., 1997; Gutiérrez y col., 1997) y en la

detección en alimentos de organismos modificados genéticamente
(MacCormicky col., 1998).

La utilizaciónde técnicasde PCRparala identificaciónde especiesde

pescadoconstituye una alternativa eficaz a otras técnicasbasadasen el
análisis de las proteínas tisulares, ya que las técnicas electroforéticas

(Gallardoy col., 1995;LeBlanc y col., 1994), cromatográficas(Arnistrongy

col., 1992; Osmany col., 1987) e incluso inmunológicas(Taylor y col.,

1994a;Verrez-Bagnisy Escriche-Roberto,1993), presentanlimitacionesen
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alimentosde composicióncomplejao sometidosa tratamientostecnológicos

que modifiquensusproteínas.Además,el estudiodel AUN permitedetectar
mutaciones que no determinan cambios en la secuenciaaminoacídica
(Fergusony col., 1995).

El objetivo de este trabajode investigaciónconsistió en la puestaa

punto de técnicas de PCR que, amplificando detenninadosfragmentos

génicos,permitieranponerdemanifiestodiferenciasespecie-específicasentre
lassecuenciasde salmónatlántico,truchaarco iris y palometaparaidentificar
inequívocamentedichasespeciesenmuestrasde pescadofrescasy ahumadas.

Paraconseguiresteobjetivofuenecesario,en primer lugar,ponera puntouna

técnicaque permitieraextraerde las muestrasde pescadoel AUN integroy

libre de inhibidoresde la reacciónen cadenade la polimerasa.Asimismo,se

tuvieron que seleccionarfragmentosgénicoscon un grado de variabilidad

genética intra- e interespecíficaadecuadopara la diferenciación de las

especiesobjeto deanálisis.La amplificaciónde los fragmentosseleccionados
requirió en algunoscasosel análisisde las secuenciasdisponiblesy el diseño

de cebadoresapropiados.Finalmente, una vez estudiadaslas secuencias

obtenidasse pusierona punto técnicassencillas que permitieranponer de

manifiestodiferenciasespecie-especificasentrelos fragmentosamplificadosy

que pudieranutilizarse para la identificación específicade muestrasde
identidaddesconocida.

Vi.1. EXTRACCIÓNDELADN

Antesde procederal análisisde los ácidosnucleicosparaidentificar la
especieo poblaciónde procedenciade un pescado,espreciso extraerde la
muestraunacantidadsuficientede AUN de buenacalidadpara los estudios

posteriores.Los métodosclásicosde extraccióncomprendenunaprimerafase
de digestión de la muestra con detergentesy proteasas,seguida de la

separaciónde proteínasy polisacáridoscon disolventesorgánicos(fenol y

cloroformo) para, finalmente, precipitar con etanol o isopropanolel AUN
presenteen la fase acuosa(Sambrooky col., 1989). Este método puedeser

sustituidopor otros que utilizan resinascomercialesque sirven para aislar el

AUN de muestrascomplejas,o por aquellosque en presenciade elevadas
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concentracionesde agentescaotrópicos,como el isotiocianatode guanidina

(GuSCN), unen los ácidosnucleicosa partículasde diatomeaso de sílice
(Boom y col., 1990). Cualquieraque sea el método empleado,se debe

garantizar que el ADN extraído está suficientementepuro y libre de

sustanciasacompañantesque pudieraninhibir las reaccionesenzimáticasque
intervenganenlos análisisposteriores.

La calidaddel ADN que se extraede unamuestraestáestrechamente

relacionadacon el tamañomolecularde los fragmentosde ADN obtenidos,

expresadoenparesdebasesdenucleótidos.El ADN sepuededegradarpor

diversascausas,entrelas que seincluyenlos tratamientostérmicosen el caso

de los alimentos. Ebbeh4>fy Thomsen (199la) estudiaronel efecto del

almacenamientoy los tratamientostérmicos sobre la calidad del AUN

extraídode muestrasde carne.Mientrasqueel ADN extraídode carnefresca

tenía una longitud de 20-50 kilobases(Kb), el almacenamientode la carne

durantevanosdíasreducíala longitud del AUN extraídoa 15-20 Kb y el

calentamientode la carnedurante10 mm a 1210C limitaba el tamañode los

fragmentosobtenidosa una media de 300 pb. La fragmentacióndel ADN

limita la eficaciade la reacciónde PCR. Sin embargo,incluso a partir de

muestrascon ADN degradadoesposibleamplificar y estudiarfragmentosde
ADN específicosdeespecie.

Aunque la técnica de PCR es extremadamenteespecífica, su

sensibilidadpuedeversereducidacuandoel ADN objetode análisisseextrae

directamentede los alimentos.La inhibición puedeser el resultadode una

lisis insuficiente, desnaturalizaciónde la AUN polimerasa,degradacióno

precipitacióndel AUN diana,quelaciónde los ionesde magnesiorequeridos

en la reaccióny de la presenciade sustanciasinhibidorasde la reacciónque

frecuentementese encuentranen el alimento (Wilson, 1997). Sin embargo,

estosproblemassehantratadoderesolvermediantetratamientosdiversosque

incluyenla dilución de lasmuestras,el aumentodeconcentraciónde los iones

de magnesio,la eliminaciónde ciertosinhibidorespor calor (Rosseny col.,
1992) o proteasas(MdHale y col., 1991), la separaciónflsico-quiniicaentre

los inhibidoresy el ADN por cromatograflade intercambioiónico (Youngy
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col., 1993) y la separacióninmunomagnéticadel AUN diana (Cheny col.,
1998). Asimismo, los efectos inhibidores se reducen optimizando las

condiciones de la reacción y asegurandoque todos los reactivos están

disponiblesenla mezclade la reacciónencantidadesapropiadas.

De lo expuestoanteriormentesededucequela aplicaciónde la técnica

dePCR al análisis de los alimentosseextenderáconmayoro menorrapidez

en fimción de la disponibilidad y puestaa punto de métodossencillos y

eficacesparaobtenerel AUN de los alimentosy paraeliminar las sustancias
inhibidoraspresentesenellos.

En estetrabajosevaloréel potencialde varios métodosde extracción

del AUN de muestrasde pescadoparasu utilización en las técnicasde PCR

(sección111.2.4.3).

De los resultadosobtenidoscon los distintos métodosde extracción,

podemosconcluir que sólo el de DeSaile y col. (1993) aportó AUN de
suficiente calidad para amplificar todos los fragmentosde interés. Este

método se basa, al igual que todos los métodosclásicos, en una lisis con

detergentesy un tratamientocon proteasasde la muestra,seguido de la

separaciónde lasproteínasy azúcarescon disolventesorgánicosy una doble
precipitacióndel ADN con etanol. La segundaprecipitaciónde los ácidos

nucleicosparecetenerimportantesrepercusionesen la calidadfmal del ADN.

Una vez lisadoslos tejidos,la extraccióndel AUN celulartotal serealizó en

dos horasy media.Estemétodoproporcionóun elevadorendimiento,pureza

e integridaddel ADN (Figura 18). El ADN de las muestrasde pescado

ahumadoestabaligeramentemásdegradadoqueel de lasmuestrasdepescado

fresco,probablementedebido a que la manipulaciónproducidadurantesu
industrialización puede favorecerla actividad de las endonucleasas.Las

muestrasde palometaproporcionabanun AUN más degradadoque las de

salmón y trucha, ya que la mayoría de la palometa que se procesaes

congeladay ha sufrido un mayor deterioroy manipulaciónque lasmuestras

de salmóny trucha.



Discusión 202

El método de extracción de Bartlett y Uavidson (1991) es una

variación del método de Chomczynskiy Sacchi (1987). En este método se

combinó la capacidaddel isotiocianatode guanidina(GuSCN)para romper

células e inactivar nucleasas,con la capacidadde extracción del fenol-
cloroformo. El tiempo empleadoparaobtenerAUN fue aproximadamentede

4 horas,superioral empleadoenel métodode DeSaIley col. (1993).Además,

la integridaddel ADN fue menorque la del AUN obtenido por el método

clásico (Figura 19-A), y no permitió amplificar por PCR bandasapropiadas
parasuanálisisposterior.

El método deLaird y col. (1991)esuna simplificación de los métodos

clásicosque consisteen la lisis de la muestracon un tampónque contiene
detergentes(100 mM Tris-HCl, pH 8,5; 5 mM EDIA; 0,2% SUS; 200 mM

CíNa)y proteinasaK, seguidade la precipitaciónde los ácidosnucleicoscon

isopropanoly su disolución posterioren tampónTE. A pesarde que los

investigadorescitadosobtuvieronbuenosresultadosa partir de muestrasde
diversostejidos, en nuestrocaso, la purezadel AUN obtenido a partir de

tejido muscular de pescado era deficiente (Figura 19-B) y no permitió
amplificarpor PCRlos fragmentosde AUN seleccionados.

Finalmente, el método de Taggart y col. (1992), que puede

considerarsetambién un método de extracción de AUN clásico, no
proporcionóAUN de suficientecalidad (Figura 19-C) para el análisis por

PCR-RFLPde los marcadoresgenéticoselegidos.Además, es más largo y

laboriosoque el métododeUeSalley col. (1993).

V.2.2. ELECCIÓNDE LOS MARCADORESGENÉTICOS

A la horade elegir los marcadoresgenéticosque sevan a utilizar para

la identificaciónde especies,es importanteconsiderarvarias premisas.Las

regionesde AUN seleccionadasdebenacumularmutacionesa una velocidad

suficiente como para que especies estrechamenterelacionadastengan
secuenciasde nucleótidosdiferentes,pero suficientementelenta como para

que esas diferencias no aparezcandentro de la misma especie (Hall y

Nawrocki, 1995; Hansen y Loechoke, 1996). La longitud del segmento
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amplificado ha de ser suficiente para detectardiferenciasinterespecíficasy

adecuadaparapodersecuenciardicho fragmentoen un gel de secuenciación
estándar.SonpreferiblesregionesdeAUN que codifiquenproteínas,porque

los errores en la secuenciaciónyio amplificación pueden detectarse

comparándoloscon la secuenciade aminoácidoscorrespondiente.Además,
teniendoen cuentaque la creacióndebasesde datosesun procesolargo, es

aconsejabletrabajar con genescuya secuenciahaya sido detenninadaen

diversosorganismos(Bartletty Davidson,1992).

Muchos de los trabajossobrediferenciacióngenéticade especiesde

pescadosebasanen el análisisdel genomamitocondrial,porqueeshaploide,
esmucho máspequeñoque el ADN nuclear(16.500±500 pb), cadacélula

poseemiles de copiasy existenregionesconun nivel de variabilidadgenética

adecuado para la diferenciación interespecífica (Meyer, 1993). Estas
característicasrepresentanuna ventaja frente a los marcadoresde genes

nucleares, especialmente cuando se analizan productos en que los

tratamientostecnológicosdel pescadodificultan la obtención de AUN de

elevado tamaño molecular (Quinteiro y col., 1998). Por otra parte, la
amplificación de marcadoresnuclearespuede resultar beneficiosaporque

permiteanalizarregionesno codificantesdel genomacon un alto grado de
polimorfismo(O’Reilly y Wright, 1995). Asimismo, la presenciade intrones

de longitud y secuenciavariable intercaladosen los genesque codifican

diversasproteínas,permiteamplificar fragmentosgénicoscuya longitud es

específicade especie(Grossy ccl., 1996).

El nivel de polimorfismo de cada marcadorgenéticocondicionasu

posibleaplicaciónparael estudiode relacionesentreespecies,poblacioneso
individuosde unamismaespecie.Paraidentificarvariacionesintraespecíficas

es aconsejabletrabajar con secuenciashipervauiablesde ADN, como los

genesmitocondrialesNUl, NUS y NU6 (Hall y Nawrocki, 1995), o la región

comprendidaentrelos genesAlPasa6 — COIII (Chow y Ushiama, 1995;

Vitic y Strobeck, 1996); mientras que en los estudios de variación

interespecificaesmásútil trabajarconsecuenciasrelativamenteconservadas.
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Uno de los genesque se han utilizado con más frecuenciapara la

diferenciaciónde especieses el gen mitocondrial citocromob. Pero se han
utilizado con el mismo fm otros fragmentosdel genomamitocondrialcomo
los genesde los ARN ribosómicos125 y 165 (Bouchony col., 1994;DeSaile

y Birstein, 1996), subunidadesde la NAUH deshidrogenasa(Cronin y col.,

1991) y la región de control (Nielseny col., 1994; Alvarado-Bremery col.,

1997).

A pesar de que la mayoría de los estudios filogenéticos y de

diferenciaciónde especieshan utilizado AUN mitocondrial, otros emplean
genesnucleares, como el de la hormona de crecimiento (OH), que ha

permitido determinarlas relacionesfilogenéticasy la clasificación de los
salmónidos(Agellon y col., 1988; Johanseny col., 1989; Uevlin, 1993;

McKayy col., 1996).

Parael propósitode nuestrotrabajo (diferenciacióninterespecífica)se

consideróconvenienteseleccionargenescon regionesconservadasentrelas
especiesen estudio,para así poderamplificar el mismo fragmentoen todas

ellas. Tras realizar una exhaustivabúsquedabibliográfica y compararlas

secuenciasdisponiblesen las basesde datosGenBanky EMBL, se eligieron

los genesniitocondrialescitocromo b, citocromooxidasa II (COJI) y 165

ARNr, y los genesnucleares5S ARNr y §3, como genesadecuadosparalos

objetivos propuestos.A continuación,se procedióa seleccionaro diseñar

cebadoresparasuamplificación.

V.2.3. DISEÑO DE LOS CEBADORES

La identificacióngenéticade la especiea la queperteneceun individuo

depende,en granmedida,de la especificidadde los cebadoresempleadosen
la reacción en cadenade la polimerasa(PCR). El diseño de cebadores

específicosesrelativamentesencillo siempreque seconozcaexactamentela
secuenciaquese deseaamplificary serespetenunasnormasbásicasdediseño

(Sambrooky col., 1989). Se debenelegir, dentrode lo posible,cebadorescon

una longitud comprendidaentre 18 y 28 nucleótidos,y con un porcentajede

guaninay citosina en tomo al 50% (puesto que los enlacesG-C son más
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establesque los enlacesA-T) parafacilitar la hibridacióncon sussecuencias
diana a temperaturas relativamente altas que impidan las uniones

inespecificas.La temperaturade hibridación de ambos cebadorescon la

secuenciadianadebeser similar. Así mismo, se debeevitarquelos cebadores

seancomplementariosentresí, especialmenteen su extremo3’ paraevitarla

formacióny amplificaciónde dímerosquereducenla eficaciade la reacción.
El númerode basesno complementariasentreel cebadory la secuenciadiana

debereducirseal máximo, sobre todo en el extremo 3’ del cebador,donde
comienzala elongacióndelADN copiageneradopor la polimerasa.

Una vez diseñados los cebadoreses conveniente confrontar su

secuenciacon lasbasesde datosde ácidosnucleicos(GenBank,EMBL) para

identificar secuenciasafines.De estamaneraaumentala especificidadde la

prueba al evitar el empleo de cebadoresque compartanhomologíascon
secuenciasde geneso especiesdistintasa la que sepretendeidentificar.

La comparación de las secuenciasgénicas de diversas especies

animalespuedeservirparabuscarregionesconservadassobrelas que diseñar

cebadoresuniversalesque permitan la amplificacióndel mismo fragmento

génico en una gran variedad de especies (Kocher y col., 1989).

Alternativamente,el diseñode cebadorespuedebeneficiarsedel conocimiento
de secuenciasespecie-específicasparaamplificarmediantela técnicade PCR

múltiple fragmentosgénicosde distinta longitud en cadaespeciede interés

(Matsunagay col., 1999).

La elección de los cebadoresutilizados en esta Tesis Doctoral se

realizó, en algunoscasos (citocromo b, §3 y SS ARNr), a partir de la

bibliografiaexistentesobrela amplificaciónde dichosgenes.

La informacióndisponible sobreel gen citocromo b de los peceses

muy abundante,desdeque en 1989 Kocher y col., diseñaroncebadores

universalespara la amplificaciónde un fragmentode 307 pb (excluyendo

cebadores)en numerosasespecies de vertebrados.La longitud de los
cebadoresuniversalesdiseñadospor Kocher y col., para amplificar el gen

citocromob era de 36 pb y 35 pb, por lo que investigadorescomo Cany
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Marshall(1991),Bartletty Davidson(1991)e lrwin y col. (1991),entreotros,

han diseñadocebadoresmuy similares a los de Kocher y col., pero más
coños,paraamplificarel mismo fragmentoen variasfamilias de peces,como

los gádidos,túnidosy salmónidos.

Parala realizaciónde estetrabajoseeligieronlos cebadoresdiseñados

porBartletty Uavidson(1991),cuyautilidadparaamplificarel gen citocromo

b de pecesha sido avaladapor trabajosposteriores(McVeigh y col., 1991;
Ba.rtlett y Uavidson,1992;Hartleyy col., 1992;Quinteiroy col., 1998).

En los últimosaños, la investigaciónsobreel cáncerha impulsadoel

estudiode genesimplicadosen su presentación.La proteínacodificadapor el
genp53 desempeñaunpapelimportanteenel controldel ciclo celularporque

proporcionaestabilidadgenéticaa la célula (Levine y col., 1991), mientras

que las célulasen las que el gen supresorde tumorespS.3 esafimcional son
muy vulnerablesa la adquisiciónde mutacionesy como consecuencia,a la

formación de tumores. Los estudiossobre el cáncerhan conducido a la

secuenciacióndel genp53 en el hombrey en diversasespeciesanimalescon
el fm de conocer la frecuencia e importancia de sus mutacionesy su

implicaciónenla génesisdel cáncer(Mayr y col., 1995;Buchery col., 1996).
La comp&acíónde las secuenciasdisponiblespone de manifiestoque los

exonesque codifican la proteínason muy conservadosen todaslas especies,

mientrasque existengrandesdiferenciasinterespecíficasen la longitud de los

intrones.Kussery col. (1994),sebasaronen la semejanzade los exonespara
diseñarcebadoresquepermitieranamplificarel genp53 envariasespeciesde

peces,entrelas que se incluye la truchaarco iris. En consecuencia,elegimos

los cebadoresp53-S y p53-7 diseñadospor estos autorespara amplificar la

regióndel genp53 quecomprendelos exones5 y 6 y un intrónintermedio.

En los organismoseucariotassuperiores, el AUN ribosómico se

organizaen dos clasesdistintas de genes, los ARNs ribosómicosmayores

(5,85, 18Sy 285)y un grupode genesribosómicosmenores.El primer grupo

suele estar codificado en un gen que se repite un gran número de veces

consecutivas(AUNr), mientrasque el segundo(SS ADNr) estáformado por

otrafamilia degenesreiterativosquecodificanel ARiNr SSy que,al contrario
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de lo que ocurre con el AUNr, no estáinvolucradoen la fonnaciónde los
nucleolos(Pendasy col., 1994). La estructuray secuenciasdel gen AUNr se

conocen bien en diversos organismos superioresy la comparaciónde

secuenciasde dicho gen se ha utilizado para el estudio de la variabilidad

genética intra- e interespecíficade salmónidos (Phillips y col., 1994) y
clupeidos(Uomanicoy col., 1996). Sin embargo,el SS AUNr de los peces

apenas se había estudiado hasta que Pendasy col (1994), donarony
secuenciaronunidadesrepetitivas del SS ADNr del salmón atlántico y

comprobaronsu localizacióncromosómicaen estaespecieen el cromosoma
8, adyacenteal gen repetitivo AUNr. En este trabajo hemosutilizado los

cebadoresA y B diseñadospor Pendasy col. (1994), para amplificar las

unidadesrepetitivasdel SS ADNr con el propósito de diferenciar salmón,
truchay palometaporla longitudde los fragmentosamplificados.

Comoconsecuenciadela comparaciónde las secuenciasdeADNmt de

salmón y trucha disponiblesen las basesde datos GenBank/EMBL, nos

planteamosutilizar un fragmentodel gen que codifica la subunidadII de la

citocromooxidasa(COII) y otro del gen 165 ARNr paratratar de encontrar

diferenciassignificativasentreestasespecies.En estecasono se disponíade

referenciasbibliográficas en que se hubieranpropuestocebadorespara la

amplificaciónde los fragmentoscitados,por lo que seutilizaron los criterios

básicosde diseñode cebadoresy programasinformáticosespecíficoscomo el
PRIME (OCO versión 9.0) para diseñarlos cebadoresCYTO-1 y CYTO-2

sobre el gen COII y los cebadores165-1 y 16S-2 para el gen 16S ARNr

(sección111.2.4.2).

V.2.4.SECUENCIACIÓN Y ANÁLISIS DE RESTRICCIÓN DE LOS
PRODUCTOSDEPCR

La secuenciaciónde los productos de PCR tiene por objetivo

identificar diferenciasen la cadenade nucícótidosque permitan distinguir

especiesfilogenéticamentecercanas.La valoraciónde tales diferenciassuele
requerir la utilización de programas informáticos complejos. Algunos

investigadoreshan optado por programascomo el PAUP (Swofford, 1993)y

PJIYLIP (Felsenstein,1993)que estudianlasrelacionesfilogenéticasa partir
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de las secuenciasobtenidasde varias especiese introducidasen basesde

datos. Sin embargo,otros investigadoresconsideranque la elaboraciónde

matricesde valoracióndedistanciasgenéticasentresecuencias(Kumary col.,
1993) es más apropiada para diferenciar especies que los estudios

filogenéticos(Forresty Camegie,1994;Quinteiroy col., 1998).

La secuenciaciónde los fragmentosde AUN amplificadospor PCR

aportadatosinteresantesen la identificacióndeespecies.Sin embargo,esuna
técnicacaray laboriosaque no esapropiadaparael análisisrutinario de un

númerode muestraselevado. El análisis con enzimasde restricciónde los
fragmentosgénicosamplificadosporPCR pennitedetectardiferenciasen la

longitud de los fragmentosgenerados(polimorfismo) sin necesidadde

recurnra la secuenciación.Sin embargo,estesistemano detectatodaslas

diferenciasentrelas secuencias,sino solamenteaquellasque afectana los

lugaresde reconocimientode lasenzimasutilizadasparael análisis.

La elecciónde endonucleasasde restricciónadecuadaspuedeestar

basadao no enel conocimientoy comparaciónprevios de lassecuenciasdel

fragmentoanalizado,perocuandoel objetivo esla diferenciaciónde especies

se deben elegir enzimas para las que no se produzcan variaciones

intraespecíficas.La eficaciade la técnicadePCR-RFLPparala identificación

de especiesdependeráde la secuenciaelegidapara la amplificación, de las
endonucleasasde restricción utilizadas y de la longitud del fragmento

amplificado.

Cronin y col. (1993), utilizaron la amplificación por PCR de 4

fragmentosdel A.DNmt de entre 1,3 y 2,4Kb y su digestióncon másde 16

enzimasderestricciónparaestudiarla variabilidadgenéticaintraespecificaen

dosespeciesde salmonesdel Pacífico, salmónreal y salmónketa.Adamsy

col. (1994), también emplearon la técnica de PCR-RFLP sobre dos
fragmentosdel ADNIT>t paraestudiarla variabilidadgenéticadel salmónreal.

Algunos de los fragmentosamplificadospor Cronin y col. (1993), se han

utilizado también para conocer por PCR-RFLP la variabilidad genética

intraespecifica de la trucha de río; obteniéndoselos resultadosmás

satisfactoriosconun fragmentode 2 Kb que abarcadesdeel genNDl al 16S
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ARNr y con 01ro fragmentode2,5 Kb que incluye los genesND5-ND6 (Hall

y Nawrocki, 1995; Hanseny Loeschke, 1996). Chow y Ushiama(1995),

estudiaron la diversidad genética entre varias poblaciones de albacora

(Thunmrs alalunga) digiriendo con dos endonucleasasde restricción un
fragmentodel genATPasa6 amplificadopor PCR.

La aplicación de la técnicade PCR-RFLPpara diferenciarespecies

animales cuenta con numerosos ejemplos. Chow e lnoue (1993),

comprobaronque era posible diferenciar 8 especiesde túnidos del género

Thunnusmediantela amplificacióndeun fragmentointergénicode940pb del

AUNmt seguidode su digestióncon enzimasde restricción.Sin embargo,

sólo conseguíanidentificaralgunasespeciesempleandoun fragmentode355

pb del gen citocromob y no encontraronvariacionesni intraespecíticasni

interespecificascuandoutilizaron PCR-RFLPdeun fragmentode 450 pb del

gen 12SARNr.

La situaciónerabien distintacuandoChowy col. (1993),aplicaronlas

mismastécnicasa la diferenciacióndeespeciesdeLuúanus.En estecasolas

3 especiesanalizadassediferenciabanempleandoel fragmentode355 pb del

citocromob, pero la variabilidad intraespecíficadel fragmentodel gen 12S

ARNr impedía la diferenciacióninterespecífica.Borgo y col. (1996), sin

embargo,utilizaron con éxito el gen 12SARNr paradiferenciartresespecies

de caracolesde tierra (Helix pomalítz Helix lucorum y Achatinafullea)

amplificandoun fragmentode380pb quedigeríancontresendonucleasas.

El gen citocromob ha sido muy utilizado para la diferenciaciónde

especiespor PCR-RFLP.Susaplicacionesincluyendesdela identificaciónde

especiesdeavesyniamiferos(Chikwii y col., 1994;Meyery col., 1995>hasta

la diferenciaciónde túnidos enlatados(Ram y col., 1996; Quinteiroy col.,

1998). Entre los ejemplosque sepuedencitarde la utilización de PCR-RiFLP

de genesnuclearespara la identificación de especiesse encuentranlos

trabajosdeKenchingtony col. (1993)paradiferenciardosespeciesdevieiras
(Placopecíenmagellanícusy Chlamysislandica) utilizandoun fragmentode

1.815pb del gen 18SARNr y los de Grossy col. (1996)que diferenciaron
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salmónatlántico,truchade río y sushíbridosempleandoun fragmentode 918

Pb del gendel factorliberadorde la hormonadel crecimiento.

Paracumplir el objetivopropuestoen estaTesisDoctoral, consistente

en poner a punto técnicas genéticas adecuadaspara la diferenciación

inequívocade salmónatlántico, truchaarcoñis y palometa,se consideróque
las técnicas de PCR-RFLP eran especialmente adecuadas, porque

proporcionanperfiles clarosy de fácil interpretación,especialmentecuando

lasmuestrasproblemaseanalizanjunto a muestrasdereferencia.

V.2.5. DIFERENCIACION DE MUESTRASFRESCASY AHUMADAS

DE SALMÓN, TRUCHA Y PALOMETA MEDIANTE PCR-
RFLPDE UN FRAGMENTODEL GEN CITOCROMOb

La disponibilidadde cebadoresuniversales(Kochery col., 1989), para

la amplificacióndel genmitocondrialcitocromob ha favorecidoel estudiode

estegen, cuyasecuenciadenucleótidosseconoceen muchosvertebrados.La

secuenciaaminoacídicadel gen citocromo b está muy conservada,pero
debidoa la degeneracióndel códigogenético(dosó máscodonescodificanun

mismo aminoácido),la secuenciadel gendifiere envariosnucleátidosincluso
entreespeciesestrechamenterelacionadas.Asimismo se ha comprobadoque

la variacióndentrode unamismaespecieesmenorque entreespecies,que las

transicionessonmásfrecuentesquelastransversionesy que la mayoríade las

diferenciasentresecuenciasseproducenen la terceraposiciónde los codones

(Meyer, 1993;Matsunagay col., 1999).

El análisisdirectode lassecuenciasde los productosde PCRobtenidos
con los cebadoresdiseñadospor Kochery col. (1989), o con otros similares,

sehautilizado con éxito parala diferenciaciónde poblacionesde bacalaodel

Atlántico (Cany Marshall, 1991;Pepiny Can, 1993;Árnasony col., 1998)y

tambiénparala caracterizacióngenéticadel fletánnegro(Vis y col., 1997),la
identificación de poblacionesy especiesde salmónidos(McVeigh y col.,

1991; Hartley y col., 1992; Lockwood y col., 1993), la clasificación del

subordenScombroídeí(Finnertyy Block, 1995), la diferenciaciónde especies

de túnidos (Bartlett y Davidson, 1991; Quinteiro y col., 1998), y de las
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especiesde caviar Acípensersiurio y A. naccarii (Ludwig y Kirschbaum,
1998). Sin embargo,el elevadocoste de estatécnicay la necesidadde una

detalladacomparaciónde las secuenciasindividualesla haceninapropiada
parael análisisdeun elevadonúmerode muestras.Por ello, como alternativa

a la secuenciación,enestetrabajohemosutilizado el análisisde restricciónde

fragmentosamplificadospor PCR(PCR-RFLP)de unaregiónconservadadel

gen mitocondrial citocromo b para la identificación específicadel salmón

atlántico,la truchaarcoiris y la palometa.

Utilizando los cebadoresCYTB- 1 y CYTB-2 diseñadospor Barlett y

Davidson(1991), y las condicionesdescritasen la sección111.2.4.5.1,se

amplificó un fragmentode 358 pb del gen citocromob a partir de todaslas

muestrasfrescasy ahumadasdesalmón,truchay palometaanalizadas(Figura

20).

Lassecuenciasde los productosde PCRde salmón,truchay palometa

secompararonentresi y con las secuenciasde salmón(X76253y U12146)y

trucha(L29771) de la basede datos GenBank(Figura 21). Los resutados

obtenidosmuestranuna estrecharelacióngenéticaentrelas secuenciasdel gen

citocromoh de salmónatlánticoy truchaarco iris. La regiónsecuenciada(307
nucleótidos,excluyendolos cebadores)mostróuna homologíaentresalmóny

truchadel 93,8%,entresalmóny palometadel 83%y entretruchay palometa

del 83,4%.Lasdiferenciasencontradasentrelas secuenciasdel gencitocromo
b de salmón y trucha no implican cambios aminoacídicosde la cadena
peptídicaya que, exceptoen un caso, siempreafectaronal tercernucleótido

del triplete de traducción.La mayoríade las diferenciasde los nucleótidos

fuerontransiciones(A*->G o C<-*T), característicasde especiesque proceden

de un antecesorcomún (Browny col., 1982; Kochery col., 1989; Bartlett y

Davidson, 1991). Sin embargo,la secuenciade aminoácidoscodificadaen los

productosde PCR de palometadifiere en 6 residuoscon las de salmón y

truchadebidoa la existenciade sietetransicionesy cuatrotransversionesen
las primerasy segundasposicionesde los codonescomparadascon las de

salmóny trucha.
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La variación intraespecificaen las secuenciasde salmónfue de 4,50/o,

predominandolas transiciones (12) frente a las tranversiones(2). La

comparaciónde nuestrassecuenciasde salmón con la de McVeigh y col.
(1991), mostrópocasvariaciones,que selocalizaronen la terceraposicióndel

codón, sin modificar la secuenciade aminoácidos. La única variación

intraespecíficaencontradaentrelas secuenciasde truchafue una transición

(C—>T) en la terceraposiciónde un triplete, que no cambia el aminoácido

codificado(ATT y ATC codifican isoleucina).La palometatambiénmostró
un bajopolimorfismo intraespecífico(0,6%) que no afectóa la secuenciade

aminoácidoscodificada.

Kocher y col. (1989), compararonlas secuenciasde nucleótidosy
aminoácidosdel gen citocromo h en numerosasespeciesde vertebrados.

Identificaron determinados residuos de aminoácidos que permanecen
invariables en todas las secuenciasestudiadas,algunos de los cuales se

consideranesencialespara la funcionalidaddel citocromo b. Al comparar

estosresultadoscon los obtenidosenestaTesisDoctoralobservamoscómo la

secuenciade palometacoincide perfectamentecon el patrón descrito por
Kocher,mientrasqueel salmóny la truchadifierenenun aminoácidoque era

invariableen las especiesanalizadaspor dichosautores(Kochery col. 1989>

aunqueno esencialparala funcionalidad.

Unavez comprobadala existenciade diferenciasespecíficasentrelas

secuenciasde los productosde PCRde salmón,truchay palometaseprocedió
a identificar endonucleasasde restricción que permitierandiferenciar estas

especiessin necesidadde recurrira la secuenciaciónde losproductosde PCR.

Paraello secompararonlos mapasde restricciónde las secuenciasde salmón,

truchay palometadisponibles.Al menosdos endonucleasasde restricción

(EcoRV y Taq1) seconsideraronteóricamenteapropiadasparaidentificar los

productosde PCR de salmóny trucha, mientrasque la identificaciónde los
productos de PCR de muestras de palometa se llevó a cabo con la

endonucleasaNsp 1. La elecciónde lasenzimasEcoRV y Taq 1 se consideró

adecuadaporquecadauna de ellas detectasimultáneamentedos posiciones
diagnósticasentresalmóny trucha,mientrasque no reconocenningunadiana
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de restricciónen la secuenciadepalometa.La dianade restricciónde EcoRV

(GAII-ATC) no se encuentraen las secuenciasde truchay palometa,que
presentanen su lugar GACAT(T!C). Paralelamente,la diana de restricción

parala enzimaTaq 1 (1f4-CGA) presenteen los productosde PCRde trucha,
no apareceen la secuenciadesalmóndondesesustituyepor CCGT ni en las

de palometa,quepresentanQCG(A/Qen su lugar. Porotro lado, la dianade
restricción para la enzimaNsp 1 (PuCATGÁ-Py) solo se encuentraen las

secuenciasde palometa, y no apareceen la secuenciade salmón,dondese

sustituyepor ICACGC ni en la secuenciade trucha,quepresentaCCATGC

(Figura 21). Los resultadosobtenidostras la digestiónde los productosde
PCRcorroboraronlospronósticosderivadosdel análisisde las secuencias,sin

que sepusierade manifiestopolimorfismo intraespecíficoentrelasmuestras
analizadas(Figuras25, 26 y 27). Los resultadosfueron idénticostanto con

muestrasde pescadofrescascomo ahumadas,a pesarque la integridad del

ADN obtenido de las muestrasfrescasera mayor que del obtenido de

muestrasahumadas.Estos resultadosdemuestranque la amplificación y

análisis de restricción(PCR-RFLP)de la regiónelegidadel gen citocromob

permitediferenciarclaramentelas muestrasfrescasy ahumadasde salmón
atlántico,de truchaarcoiris y de palometa.

Otros investigadoreshanutilizado el análisismediantePCR-RFLPdel

gen citocromob para la diferenciaciónde especiesde pescadoen conservas

de túnidos (Ram y col., 1996; Quinteiro y col., 1998), identificación de

especiesde pescadosplanos (Céspedesy col., 1998, 1999) y para la
identificaciónde especiesanimalesencarnesde avesy mamíferos(Chikuni y

col., 1994; Meyer y col., 1995). Para descartarperfiles de restricción

semejantesentrenuestrasespeciesy especiesde pecesplanos(Céspedesy

col., 1998), comprobamosque las enzimasEco KV y Taq 1 no reconocían

dianasderestricciónen las secuenciasdisponiblesdel lenguado(Soleasolea),

solía(Pleuronectesplatessa)y platija (Platichtysflesus).

La técnica de PCR-RFLP combina el poder de resolucióncon las

característicasde sencillez, rapidezy bajo coste,por lo que constituyeuna
alternativa interesantea las técnicas convencionalesde identificación de
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especiesde pescadobasadasen el análisis de proteínas(Annstrongy col.,

1992; Gallardoy col., 1995;LeBlanc y LeBlanc, 1994; Osmany col., 1987;
Taylor y col., 1994a;Verrez-Bagnisy Escriche-Roberto,1993)y frente a las

técnicasde secuenciaciónde los productosde PCR. La principal limitación

encontradaa la técnica de PCR-RFLP está relacionadacon el grado de
variaciónintraespecífica(Ramy col., 1996). Aunqueennuestroestudiono se

hadetectadovariabilidadintraespecíficaen lasdianasde restricciónutilizadas
para el diagnóstico, sería preciso analizar un número muy elevado de

muestraspara garantizarsu inexistenciay siempreseríaposible encontrar

algúnindividuo que no presentarael perfil de restriccióntípicode su especie

debidoa unamutaciónpuntualen la secuenciadiana.Estehecho,aunquees

poco probableque se produzca,requeriríael análisis de otros marcadores
específicosdeespecie.

V.2.6.DIFERENCIACIÓN DE MUESTRASFRESCASY AHUMADAS

DE SALMÓN, TRUCHAY PALOMETAMEDIANTE PCR-

RFLPDEUNFRAGMENTODEL GENCOII

De los 13 genesmitocondrialesque codifican proteínas,los de las

subunidadesde la citocromo oxidasay el gen citocromo b son los más

conservadosentreespecies.Por el contrario, los genesque presentanmayor
variabilidadson los que codifican las subunidadesde la AlPasay de la

NADH deshidrogenasa(Meyer, 1993). Hasta donde llega nuestra

información,el gen de la subunidadII de la citocromooxidasa(COTí) no se

ha empleadopara la diferenciaciónde especiesanimales.Sin embargo,las

basesde datosGenBanky EMBL recogenalgunassecuenciasde este gen

pertenecientesal salmónatlántico y la trucha arco iris. La comparaciónde

dichassecuencias(L29771 de truchaarco iris, U12145 y L04501 de salmón

atlántico) mostró suficientevariabilidad interespecíficapara utilizar el gen

COTí como marcadorgenético. Asimismo, las secuenciasdisponiblesse

utilizaron para diseñar los cebadoresCYTO-1 y CYTO-2 (ver sección
111.2.4.2.2)que acotanun fragmentode 464 pb en las especiesobjeto de

análisis.
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Utilizando la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y los

cebadoresCYTO-l y CYTO-2 seamplificó unúnico fragmentode 464 pb en
todas las muestrasde salmóny trucha analizadas(Figura 28>, pero no se

consiguióamplificar el ADN de las muestrasde palometa.La ausenciade

amplificaciónenestaespeciepuedecorrespondera una hibridacióndeficiente
de los cebadoreso bien a la degradacióndel ADN encontradaen dichas

muestras.

Las secuenciasdel gen COII obtenidasde los productosde PCR de

salmón y trucha se compararonentre sí y con las secuenciasde salmón
(U12145y L04501)y trucha(L29771)de la basede datosGenBank(Figura

31). La región secuenciada(428 nucleótidos, excluyendo los cebadores)

presentabaunahomologíadel 91,3%entreambasespecies.La mayoríade los

cambiosfuerontransiciones(33), de los quesólouno fueenposición 1 y otro

en posición 2, el resto se localizaron en el tercernucleótido del codón de

traducción. Tres cambios (trausversiónen posición 2 y transicionesen

posiciones1 y 2) en los tripletesde la secuenciadenucleótidossetradujeron
en doscambiosde aminoácidosentrelas cadenaspeptídicascodificadasen

ambasespecies.Así, la secuenciade truchacodifica el aminoácidometionina

(-ATO-) mientrasque la secuenciade salmóncodifica lisina (-AAG-), y el

aminoácidovalina (-GTG-) de la truchacambiapor treonina(-ACO-) en el

salmón(Figuras32y 33).

La variación intraespecíficaentrelas secuenciasde los salmonesfue

del 1,4%y consistióenunatransiciónen la posición2 de un codóny cuatro

transversionesenposiciones2 y 3. Las secuenciasde truchamostraronuna

variaciónintraespecíficaligeramenteinferior a la de los salmones(1,2%) con

trestransicionesenposición2 y trestransversionesen posiciones2 y 3.

Las diferenciasexistentesen las secuenciasde nucleótidos de los

fragmentos génicos de salmón y trucha amplificados, se pusieron de

manifiestopor la comparacióndetalladade sus mapasde restricción(Figuras
32 y 33). Las secuenciasde salmónposeenuna diana de restricciónpara la

enzimaNci 1 (CCI-CGG) que no estápresenteen las de trucha(CCAGG),

mientrasque éstasposeendos puntosde corteparala endonucleasaSm, 3M
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(4-GATC) que no se encuentranen las secuenciasde salmón (AATC y

GACC). La digestión de los productos de PCR del gen COII con las

endonucleasasseleccionadaspernútiódiferenciarclaramentelas muestrasde
salmóny truchatanto frescascomo ahumadas.La longitud de los fragmentos

de ADN resultanteses suficientepara permitir su separacióncompletay su

visualizaciónmedianteelectroforesishorizontalenun gel de agarosa(Figura

34).

Teniendo en cuenta que no se ha detectado polimorfismo

intraespecíficoentre las muestrasde salmón y trucha en las dianas de

restricciónanalizadasen estetrabajo, sepuedeafinnarque el análisisdel gen

mitocondrialcitocromooxidasaII por la técnicade PCR-RFLPconstituyeuna
herramientasensibley fiable para la diferenciaciónespecíficade muestras

crudasy ahumadasde salmónatlánticoy de truchaarco iris. La técnicaes

aplicableparael análisisde muestrasmuscularesasícomode huevasfrescasy

ahumadas.La interpretacióninequívocade los resultadospuedeapreciarse
visualmentesin la necesidadde un análisisinformáticodelos mismos.

Lasventajasy limitacionesde la utilización de estemarcadorgenético

sonsimilaresa lasdescritasparael gencitocromob. Sin embargo,el hechode
disponerde varios marcadoresgenéticosequivalentespara la diferenciación

de especiesfilogenéticamentepróximas,como el salmónatlánticoy la trucha

arco iris, esmuy recomendabley puedeaportarun soportetécnicoadicional

ante instanciasjudiciales para demostrarla veracidad o inconeccióndel

etiquetadode los productospesquerosofrecidosal consumidor.

V.2.7. DIFERENCIACIÓN DE MUESTRAS FRESCAS Y AHUMADAS
DE SALMÓN, TRUCHA Y PALOMETAMEDIANTE PCR-

RFLP DEUNFRAGMENTODELGEN16S ARNr

El ADNmt de los pecesposee,comoocurreenotrasespeciesanimales,

dos genes que codifican subunidadesde ARN ribosómico, uno de la
subunidadpequefladel ribosoma(12S ARNr) y otro de la subunidadgrande

(165 ARNr). La variabilidad genéticade estos genesse manifiestaen la

presenciatanto de sustitucionescomo de insercioneso deleciones de



Discusión 217

nucleótidos. Como sucede en los genes mitocondriales que codifican

proteínas, las transiciones son más frecuentes que las trausversiones,

especialmenteentre especiesfilogenéticamentecercanas.Sin embargo, la
presencia de insercionesy deleciones es más frecuente en los genes

mitocondrialesquecodifican ARIN ribosómicoque en aquellosque codifican

proteínas(Meyer, 1993), siendomásmarcadaslasdiferenciasde longitud en

el gen 16SARNr queenel 128ARNr.

El estudiode la variabilidad genéticade los genes 125 ARiNr y 16S

ARNr se ha utilizado para valorar diferencias intraespecíficas entre

poblacionesdecrustáceos(Kanny Wishner, 1996)y peces(Hall y Nawrocki,
1995;McGauleyy Mulligan, 1995), y paraconocerla distribucióngeográfica

y gradode hibridaciónde especiesdemejillones (Rawsony Hilbish, 1995).
Así mismo, se han desarrolladotécnicasde PCR-R?FLPde los genes12S

ARNr y 168 ARNr paradiferenciarespeciesde crustáceos(Bouchony col.,

1994), moluscos (Borgo y col., 1996) y peces (Chow y col., 1993)

filogenéticamente cercanas. Igualmente, DeSaIle y Birnstein (1996),

diseñaroncebadoresespecie-específicossobre los genes 12S y 165 RNAr

paradiferenciarel caviar obtenidode tres especiesdistintasde esturiónruso
(Huso huso, Acipensergueldenstaedt¡y Acipensersiel/atus) mediante la

reacciónde PCR.

Considerandolos antecedentescitados y tomando como base las

secuenciasdel gen 165 ARNr de salmónatlántico(U12143)y truchaarco iris
(L29771) disponiblesen lasbasesde datos,diseñamoslos cebadores165-1y

16S-2que hibridanenzonasconservadasdel gen mitocondrial 165 ARNr de

salmóny trucha.

Los cebadoresdiseñados(168-1 y 168-2) amplificaron (ver sección

111.2.4.5.3)un fragmentode 950 pb del gen 165 ARNr a partir de muestras
frescasy ahumadasde salmóny trucha. Sin embargo,con las muestrasde

palometano hubo amplificación(Figura36).

Estosresultadoscorroboranque el procesode ahumadoen frío del

salmón y la trucha no provoca una degradacióndel ADN que dificulte la
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amplificaciónde fragmentoscon un tamañocercanoa 1 kb. Por el contrario,

la ausenciade amplificaciónen la palometapuededebersea una deficiente
hibridaciónde los cebadoresen estaespecieo bien a que la degradacióndel

ADN obtenido de las muestras de palometa (Figura 18> impide la

amplificaciónde un fragmentodel tamañocitado. Un fenómenosimilar ha
sido descritopor otros investigadoresque han comprobadocómo los ácidos

nucleicosse degradanduranteel procesode esterilizacióndel pescado.Los

fragmentos de ADN obtenidos de muestras de pescado enlatado son
normalmentede tamaño inferior a unos cientos de paresde bases,lo que
detenninaque sólo seaposibleamplificar fragmentosmuy cortos (100-200

pb) por la reacciónde PCR(Unseidy col., 1995;Ramy coL, 1996;Rehbeiny

col., 1997).

Las secuenciasdel gen 16SARNr obtenidasa partir de los productos
de PCR de salmóny truchase compararonentresí y con las secuenciasde

salmón(U12143)y trucha(L29771)disponiblesen la basede datosGenl3ank
(Figura 37). El porcentajede homología entre las secuenciasde las dos

especies (911 nucleátidos excluyendo los cebadores) fue de 95,2%,

diferenciándoseen 44 nucleátidos.La variación intraespecificafue del 1,2%

en los salmonesy 0,9%entrelastruchas.

La comparaciónde los mapasde restricciónde los fragmentosdel gen

16S ARNr de salmóny truchaamplificados(Figuras38 y 39) sirvió para

identificar varias endonucleasasde restricción que diferenciaban

especificamentelos productos de PCR de ambas especies.De ellas se

seleccionarondos (Hpa 1 y Bst Fil) siguiendocriterios de especificidady

disponibilidadcomercial.

Mediantela digestiónde los productosde PCRdel gen 16SARNr de

muestrasfrescasy ahumadasde salmóny truchacon lasenzunasHpa 1 y J3st

Fil seconfirmó la idoneidadde lasdianasde restricciónseleccionadasparala

diferenciacióndeestasdos especies(Figura40) y no sedetectópolimorfismo
intraespecíficoen las muestrasanalizadas.Se analizaron tanto muestras

muscularescomomuestrasde huevasfrescasy ahumadas.
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El tamañode los fragmentosamplificadosdel gen 165 ARNr (950pb)

era muy adecuadopara la identificación de especiespor PCR/RFLP. Las

ventajasde trabajarcon productosde PCR de gran longitud en comparación

con otros de menor tamaño, como el citocromo b (358 pb), incluye la
posibilidad de identificar un elevado número de puntos de restricción

específicosde especieque se detectenfácilmentepor electroforesisen geles
de agarosa.Además,a pesarde que el gencitocromo 1, ha sido muy utilizado

en estudiosde poblacionesy estudiosfilogenéticosde diferentesgrupos de
peces, para otras aplicaciones como la identificación de especies

estrechamenterelacionadas,puederesultarmás útil trabajar con genesque
evolucionanmásrápidamentecomo el ND2 y los de la ATPasa6 y 8 o los

genesribosomales(McGauleyy Mulligan, 1995). Sin embargo,el éxito de la

amplificación de fragmentosgénicos grandes está condicionado por la

posibilidad de extraerADN de elevadotamaño moleculara partir de las
muestrastisularesanalizadas.

V.2.8.DIFERENCIACION DE MUESTRASFRESCASY AHUMADAS
DE SALMÓN, TRUCHA Y PALOMETA MEDIANTE PCR-

RFLPDE UN FRAGMENTODEL GENp53

En el estudiogenéticode especiesy poblaciones,una de las opciones

esel análisisde marcadoresnuclearesmonocopia.Paraello sepuedenelegir

cebadoresdiseñadosen exonesconservadosque amplifiquen uno o varios

intronesde longitud variable, como por ejemplo el gen de la aldolasao la

histona H2AF (Síadey col,, 1993), o bien se puedenamplificar exones

hipervariables,como los que codifican el lugar de unión de los anticuerpos

con los determinantesantigénicos(Lessay Applebaun, 1993). El gen pS3

perteneceal primero de los grupos citados. Estudios filogenéticos han

demostradoque la proteínasupresorade tumoresp53 tiene cinco dominios

muy conservadosen el curso de la evolución (Mayr y col., 1995) y que
determinadasmutaciones en la región central de esta proteína están

relacionadascon la presentaciónde tumoresen todaslas especiesestudiadas

(Vogelstein y Kinzler, 1994; Bucher y col., 1996). Debido al interés que

suscitaestegensupresorde tumoresen la genésisdel cáncer,su secuenciase
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ha estudiadoen numerosasespeciesanimalesy seha comprobadoque está

compuestopor 11 exonesmuy conservadosen todaslas especies,perolos

intrones que los separan muestran una divergencia interespecífica

considerable(Kussery col., 1994).

Estehechofacilita el diseñode cebadoresuniversalesque, basadosen

la secuenciade nucleótidosde los exones,permitenamplificar regionesque

varianen longitudsegúnlasespecies.Basándonosen loscebadoresdiseñados

porKussery col. (1994)paraamplificarlos exones5 a 9 de la truchaarco iris,

elegimoslos cebadorespS3-5 y p53-7 para amplificar los exones5 y 6 en
trucha,salmóny palometacon el objetivo de apreciarsi existíandiferencias

en la longitudy en los perfilesde restricciónobtenidosa partir del ADN de

estasespecies.

Con los cebadoresp53-5y pS3-7se amplificó un fragmentode 532 pb
en todas las muestrasde salmón y de 518 pb en las muestrasde trucha

analizadas(Figura 42). Sin embargo, no se observóamplificación con las
muestrasde palometa.La ausenciadeamplificaciónen la palometasorprende

si setiene encuentala estrategiautilizadaparael diseñode los cebadores.Sin
embargo,otros investigadoreshan encontradodificultadessimilaresal tratar

de amplificar endistintasespeciesy concebadoresuniversalesgenescomo el

de la mioglobina, la histonaH2AF (Síadey col., 1993)o la insulina(Lessay

Applebaun, 1993), cuyos exonesson también muy conservados.Entre las

explicacionesaportadaspor estosinvestigadoresdestacala posibleexistencia
de intrones demasiadolargos que puedendificultar o incluso impedir la

amplificación, especialmentesi la integridad del ADN de partida no es

excelente.

Aunquela longitud de los productosde PCR obtenidosde salmóny

trucha difería en algunospares de bases,su movilidad electroforéticaera

similar y solamenteapreciableengelesde agarosacuandolas condicionesde

la separaciónelectroforéticaeran óptimas. Por ello, serecurrió a digerir los
productosdePCRde ambasespeciesconenzimasde restricción.
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Las secuenciasdel gen p53 obtenidasde los productosde PCR de

salmóny truchase compararonentresí y con la secuenciade truchapublicada

por Kussery col. (1994) (Figura 43). La región secuenciadamostró una

homologíaentre ambasespeciesdel 88,1% en la región del intrón, y del

95,7% en los dos exones (excluyendo los cebadores). Las diferencias

encontradasentrelas secuenciasdel genp53 de salmóny truchaimplicaron
un único cambio aminoacídicoal verse afectado el primer nucleótido del

triplete de traducción. La mayoría de las diferencias interespecíficas

detectadasfueron transiciones (A<->G o C<->T). Asimismo, todas las
deleciones(una en la secuenciade salmóny dieciseisen la secuenciade

trucha) se localizaronen el intrón, salvo una deleciónen la secuenciade

truchaque seencontróen el exón6.

El análisis de restricciónde los fragmentosdel gen pS3amplificados

por PCR se llevó a cabo con las endonucleasasEco RV, Hínf 1 y Taq 1,

elegidastrascompararlos mapasde restricciónde ambasespecies(Figuras44

y 45).

Como muestranlas Figuras 46 y 47, las tres enzimasutilizadas

permitendiscriminar los productos de PCR de las muestrasde salmón y

trucha. La endonucleasaEco RV reconocióunadiana en las secuenciasde

truchaoriginando dos fragmentosde 156 pb y 362 pb, pero no cortó los

productosde PCR de salmón.Por el contrario, las enzimasHinf 1 y Taq 1 no

cortaronlos productosde PCR de trucha,pero sí reconocieronuna diana de
restricciónen los productosde PCRde salmón,originandoftagmentosde 185

pb y 347 pb en el caso deHinf 1 y dos fragmentosdc 267 pb y 265 pb la

enzimaTaq 1. En consecuencia,aunquela separaciónelectroforéticade los
productosde PCR de salmón y trucha permite diferenciar estas especies

directamente,la digestiónconEco RV y una de lasdosenzimaque cortanal

salmón (Hinf 1 o Taq 1), proporcionauna confirmación adicional de la
identidad del fragmentogénico amplificado y facilita la identificación de

especies.
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‘¿2.9.UTILIZACIÓN DE UN FRAGMENTO DEL 5S ADNr COMO
MARCADORGENÉTICO PARA LA IDENTIFICACIÓN DE

ESPECIESDEPESCADO

Tanto los genesque codifican el SS ARNr, como su producto, el

componentepequeñodeARN de la subunidadgrandedel ribosoma,han sido

objeto de numerosas investigaciones para el estudio de relaciones

filogenéticas(1-Ion y Osawa, 1987; Pavesiy col., 1997). Mientrasen los

organismosprocanotasy en los eucanotasinferioreslos genesdel SS ARNr

selocalizanjunto al restodegenesdeARNr, en los organismossuperioreslos

genesSS ARNr no estánunidosa los demásADNr sino que seorganizan

como unidadesrepetitivasindependientesenunao variaslocalizacionesdel

genonia.

El SS ADNr comprendeen los encariotassuperioresuna secuencia

codificantemuyconservadade 120 pb (SS ARNr) y una regiónespaciadora

queno setranscribe(NTS). Estaunidadserepiteconsecutivamenteenforma

de tándem. La longitud del espaciadorNTS no superala longitud que se

puedeamplificar por la reacción de PCR(hasta2-3 Kb) y nonnalmentees

específicade especie(Little y Braaten,1989).

Pendasy col. (1994)diseñaronuna parejade cebadoresbasándoseen

la región conservadaSS ARNr de truchaarco iris (Komiya y Takemura,
1979)paraamplificardoso másunidadesrepetitivasconsecutivasdel genen

salmónatlántico,irucha comúny truchaarco iris. Los cebadoresdisellados

(55-1 y 58-2) correspondena los nucleátidos21-1 y 24-45 de la región

codificanteSS ARNr y al serdivergentes,amplifican todo el 55 ADNr (la

región codificante más el espaciadorNTS) siempreque se encuentrenal

menosdosunidadesrepetidasen tándem.Estosinvestigadoresno observaron

variabilidadintraespecificaen el tamañodel fragmentoamplificado cuando

analizaron 24 individuos de 10 poblacionesde salmón atlántico y 20

individuos de 10 poblacionesde trucha común. Tampoco detectaron

polimorfismo en las secuenciasdigiriendo los productosde PCR con diez
enzimasde restriccióndistintas(NdeII, EcoRl, RamHL Aya~ Xba, 1, Pal 1,

HindIIl>,AluI, TaqI,DraIyRgl 1).
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En nuestro trabajohemosutilizado los cebadores55-1 y 5S-2 para

amplificar el gen 55 ARNr a partir demuestrasde salmón,truchay palometa

ahumadas.Los resultadosobtenidos(Figura 48) a partir de muestrasde
salmónahumadocorroboranlos descritospor Pendasy col. (1995)a partir de

salmón fresco y dieron lugar a dos fragmentosde 256 pb y 525 pb
aproximadamente.A partir de las muestras de trucha ahumada se

amplificaron dos fragmentosde 294 ph y 350 pb aproximadamentey,

fmalmente, los productos de PCR de palometa ahumadaconteníandos

fragmentos amplificados de 450 pb y 550 pb aproximadamente.La

amplificacióndel gen SS ARNr en muestrasde palometaahumadautilizando

los cebadoresdiseñadosa partir de secuenciasde trucha,confirma el alto

gradode conservacióninterespeciticadel citado gen. La secuenciaciónde los

fragmentos amplificados permitió comprobar que efectivamente

correspondíanal genSS ARNr y quecomprendíanla mayorpartede la región

codificanteconservadamásun espaciadorde tamañoy secuenciadiferenteen
cadaunade lasespecies(Figura49).

La obtención de fragmentosde ADN de distinta longitud segúnlas

especiesera un resultadoesperadosi se consideranlos resultadosde otros

investigadoresque han estudiadoel SS ADNr en Xenopuslaevis (Miller y

Brownlee, 1978; Miller y col., 1978) crustáceos(1-lendriks y col., 1986;

Bagshawy col., 1987; Pellicia y col., 1998) y pecescomo los salmónidos

(Komiyay Takemura.,1979;Pendasy col., 1994, 1995), la tenca,Tinca tinca

(Denis y Wegnez, 1977>, la carpa (Muralcami y Fujitani, 1998) y algunos

coregónidos (Sajdak y col., 1998). La presenciade varias bandas de

amplificaciónenunamismaespeciepuedetenerdos orígenes:la existenciaen

el individuo de unidadesrepetitivasdel 55 ADNr con espaciadoresdiferentes

o la amplificaciónde variasunidadesconsecutivasdel SSADNr del mismo
tamaño.En nuestrocasosoloseha secuenciadouna de las obtenidasen cada
especie,peroel tamañode las bandasno seconesponderiacon la hipótesisde

la amplificaciónde múltiplos de la unidadbásicasino con la existenciade al
menosdosespaciadoresde distinta longitud en cadaespecie.En el casodel

salmón, Pendasy col. (1994) comprobaronpor técnicas de donación,

secuencíacióne hibridacióncon sondasfluorescentesque, efectivamente,las
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dos bandascontienenespaciadoresdistintos y que cadauna de las unidades
repetitivasse encuentraenunalocalizacióndiferentedel genoma.

El polimorfismo del gen SS ARNr constituye,por tanto,un marcador

genéticonuclearespecificode especiey su amplificaciónesun procedimiento
sencilloparala identificaciónde especiesde pescadoen productosfrescosy

ahumadossilo comparamosconotrastécnicascomo el análisisde proteínaso

el polimorfismo en la longitud de los ftagmentosde restricciónde productos

de PCR (PCR-RFLP).Además,el polimorfismo interespecíficoobservadoen

el SSADNr seconsideraunaherramientamuyútil en estudiostaxonómicosy

deevolución(Pendasy col., 1995;Murakamiy Fujitani, 1998; Pellicia y col.,

1998).
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1. La diferenciacióninniunológicade salmónatlántico(Salmosalar), trucha

arcoiris (Oncor/¡ynchusmykiss)y palometa(Bramarail) sehaconseguido

utilizando anticuerpos policlonales obtenidos frente a las proteínas
muscularessolublesdesalmónahumado(anti-PSS),truchaahumada(viti-

PST) y palometa ahumada(anti-PSP). Los anticuerpos policlonales,

neutralizadosconlos extractosantigénicosheterólogos,sehanutilizadoen

dos formatos de las técnicas inmunoenzimáticas(ELISA), para la

identificaciónrápidade muestrasfrescasy ahumadasde salmón,truchay

palometa.

2. Se han utilizado cinco marcadoresgenéticos(citocromo b, COII, 16S
ARNr, p53 y 55 ADNr) que permiten identificar específicamenteel

salmónatlánticoy la truchaarcoiris enmuestrasfrescasy ahumadas.Con

dosde los marcadorescitados(citocromob y SS ADNr) sehaconseguido

identificartambiénlasmuestrasdepalometaahumada.

Con losgenescitocromob, citocromooxidasaII, 165 ARNr ypS3se

amplificaron fragmentosgénicos específicosmediante la reacción en

cadenadela polimerasa.La restricciónde los fragmentosamplificadoscon
las endonucleasasseleccionadasen estetrabajoha permitidodiferenciare

identificar específicamentemuestrasde salmón, truchay palometa,tanto

frescascomo ahumadas,por el tamaño de las bandaselectroforéticas

obtenidasengelesde agarosa.Conel marcadorgenéticonuclearSSADNr,

la diferenciade longitud de los fragmentosamplificadospor PCRpermitió

la identificacióndelas especiesmencionadas,sinnecesidadderecurrira la

digestiónconendonucleasasde restricción.
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Los resultadosde estetrabajoindicanquela utilización de anticuerpos

policlonales(anti-PSS,anti-PSTy anti-PSP)frente a proteínassolublesde

salmón, truchay palometaahumados,permite la diferenciaciónde dichas

especiesmediante el desarrollode técnicas inmunoenzimáticas(ELISA)

adecuadas.No obstante,la disponibilidadde los anticuerpospoliclonalesestá

condicionadaa su obtenciónin vivo apartir deanimalesde experimentación.

Estalimitación induce a pensaren el empleo de anticuerposmonoclonales

conel mismo fin.

Enlos últimos añossehanpublicadodiversostrabajosde investigación

que utilizan anticuerposmonoclonalesparala diferenciaciónde especiesde

pescado (Lundstrom, 1984; An y col., 1990; Huang y col., 1995). La

obtenciónde anticuerposmonoclonales(Kóhler y Miilstein, 1975) permite

obtenerclones de células hibridas o hibridomas que producen,de forma

continua e ilimitada, anticuerposmonoespecíficosde actividad biológica

conociday especificidadconstante.Comoinmunógenospuedenemplearselas

proteínasmuscularessolublesde lasespeciesde interés(Martín y col., 1988;

Huangy col., 1995), aunquela utilización de inmimógenosmásespecíficos

contribuyeagarantizarla obtencióndehibridomasproductoresdeanticuerpos

monoclonalesque diferencienespeciesfliogenéticamentepróximas.En este

sentido,es posibleemplearproteínasmuscularesespecíficasde cadaespecie

(Moralesy col., 1993;Garcíay col., 1994)o péptidossintéticosespecíficosde

especie, seleccionadosmediante la comparación de las secuenciasde

aminoácidosde determinadasproteínasde las especiesde interés(Roliandy

col., 1993). Asimismo, considerandoque las proteínasestán codificadas

genéticamentepor el ADN, la comparacióny búsquedade secuencias

peptídicasespecíficaspuedebasarseen el estudiode secuenciasde ADN o

ARN mensajerodisponiblesenlasbasesdedatosespecializadascomoEMBL

oGenBank.

De las numerosasprotemas inmunógenasque pueden presentar

epítoposespecíficosde especie,en esteproyectoseproponela utilización de

la creatin-quinasa,laactinao la hormonadelcrecimiento.
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La creatin-quinasa(CK) esuna fosfagen-ATPfosfotransferasapropia

de los vertebrados,cuyasfimciones son equivalentesa las de otras fosfagen
quinasas de los invertebrados. Estas enzimas catalizan la transferencia

reversiblede los gruposfosfato entreel trifosfato de adenosina(ATP) y la

guanidina.Los animalesvertebradosposeenúnicamentefosfocreatinacomo

fosfagenopor lo que su única fosfagen-quinasaes la creatinquinasa(CK),

mientrasque en los animalesinvertebradosexisten otras fosfagenquinasas:

argininquinasa(AK), glicociaininquinasa(GK), taurocianiinquinasa(1K) y

lombricinquinasa(LK). La mayoríade lasAKs sonmonómerosde40 KDa, a

diferenciadel restode fosfagenquinasas,CK, GK, y LK que son dímerosu

octámeros.Actualmentese conocen las secuenciasde nucleótidosyio de

aminoácidos de fosfagen-quinasasprocedentes de varias especies de

invertebrados(Suzukiy Fun¡kohri, 1994;Francey col., 1997;Suzukiy col.,

1997, 1998) y vertebrados(Kwiatkowski y col., 1984; Ordahíy col., 1984;

Putneyy col., 1984;Westy col, 1984;Hossley col., 1986,1988;Perrymany

col., 1986; Villarreal-Levyy col,, 1987;Wothey col., 1990).La comparación

de las secuenciasdisponiblesponede manifiestola existenciadefragmentos

específicos, pero también de fragmentosmuy conservadosque resultan

adecuadospara el diseñode cebadoresuniversalesparaamplificar por PCR

cualquier fosfagen-quinasa(Suzuki y Furokolui, 1994). En consecuencia,

proponemosla utilizacióndecebadoresbasadosensecuenciasconservadasde

las fosfagen-quinasaspara amplificar por PCR los genesque codifican la

creatinquinasade salmón,truchay palometa.Posteriormenteseanalizaránlas

secuenciasobtenidasy sediseñaránpéptidosespecíficosde cadaespeciecon

el fin deutilizarlos comoimnunógenos.

Otraproteínainteresanteen la obtenciónde anticuerposmonoclonales

esla actina,unade lasmásabundantesy mejor estudiadasde los organismos

eucariotas(Pollardy Cooper,1986).Lasactinasdelos vertebradossedividen

en trestipos: alfa-actinas,que seencuentranen el tejido muscular,y beta-y

gamma-actinas,que constituyenel citoesqueletode la mayor parte de las

células. Las actinas muscularesy no muscularesde los vertebradosson

protemasmuy conservadas,pero muestrandiferenciascaracterísticasen sus

secuenciasdeaminoácidos(Vandekerckhoey Weber,1984). Asimismo,seha
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comprobadoquelas principalesdiferenciasentreespeciesse encuentranen

los cinco primerosaminoácidosdel extremoamino-terminalde la alfa-actina

(Kabsch y col., 1990). Watabey col. (1995) obtuvierony compararonla

secuenciade nucleótidosy aminoácidosapartir del ADNc quecodificala a-

actinade la carpa,y del carpín,Carassiusauratus,comprobandoquedifieren

en dosaminoácidosdel extremoN-terminal.

Estosresultadosindican que probablementese encontraránpéptidos

específicosdeespecieen la regiónaminoterminalde la alfa-actinadesalmón,

trucha y palometa frente a los que obtener anticuerpos monoclonales

adecuadosparala identificacióndeestasespecies.

Como tercera opción proponemosutilizar como inmunógeno la

hormonadel crecimiento.FI gen que codifica la hormonadel crecimiento

(Gil) sehaestudiadoy secuenciadoenvariasespeciesanimales(Bartay col.,

1981; DeNoto y col., 1981; Woychik y col., 1982; Vize y Wells, 1987,

Agellon y col., 1988), observándosediferenciasen la secuenciapeptídica

entre especiesrelacionadascomo Salmoy Oncorhynchus(Agellon y col.,

1988; Johanseny col., 1989; Devlin, 1993; McKay y col., 1996>. Las

diferencias apreciadas permitirán seleccionar fragmentos imnunógenos
adecuadosparala identificaciónde especies.

Losinmunógenosseleccionadoscomoconsecuenciade lacomparación

de las proteínaspropuestas,se mocularánen ratonesBalb/c, cuyo bazo

hiperininune se emplearáen la obtención de hibridomasque produzcan

anticuerposmonoclonalesespecíficosparacadaespecie.Estosanticuerposse

emplearánenel desarrollode técnicasinmunoenzimáticasELISA.

La utilización de la reacción en cadenade la polimerasa(PCR)

asociadao no a la secuenciaciónde los fragmentosamplificadosy/o al

análisis de la longitud de los fragmentosde restricción (PCR-RFLP) ha

permitido, como ya se ha descrito en este trabajo, la diferenciación de

muestrasfrescasy ahumadasde salmón,truchay palometa.Ademásde estas

técnicas,seestánaplicandootros marcadoresgenéticos(RAPD, PCR-SSCP,

secuenciasrepetitivas de ADN cromosómico, PCR múltiple, etc.) a la
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identificación de especiespróximas y poblacionesde una misma especie

(Rehbeiny col., 1999a,199b). La eleccióndel marcador“ideal” dependede

las característicasde la especiea estudiary su interaccióncon el tipo de

marcadorelegido(Fergusony Danzmann,1998). De hecho,la combinación

de un marcadormitocondrialy otro nuclearpareceser lo máseficaz (Ward

andGrewe,1994).

Recientemente,en la identificación de especiesy poblaciones,la

atenciónseha centradoen el estudiode determinadassecuenciasrepetitivas

de ADN. Distribuidos por todo el genoma de los organismoseucariotas

existenbloquesde secuenciasimilar o idéntica, entre los que se incluyen

fbmilias multigénicas,como las que codifican las subunidadesde ARN

ribosómico,y tambiénotrostiposdesecuenciascomosatélites,minisatélitesy

niicrosatélites.El polimorfismo de estassecuenciassedemostróa finales de
los años80 (Tautz, 1989; Webery May, 1989)y se ha comprobadoque
muestranhomogeneidaddentrodeunamismaespecieo poblacióny al mismo

tiempoima granvariabilidadinterespecíficao entrepoblacionesdistintas.Por

ello se consideranmarcadoresgenéticos ñtiles para la identificación de

especieso poblacionesy para determinarlas relacionesfilogenéticasentre

especiesestrechamenterelacionadas(Quinny col., 1992; Muratay col, 1993;

Wijers y col., 1993;Minino y col., 1995;Takasakiy col., 1996;Murakamiy

Fujitani, 1997a, 1997b).

El estudio del polimorfismo de mini y microsatélitesen un lotus

determinadosebasaen la especificidadde las secuenciasde nucleótidosque

bordeanel locusy en las variacionesdel númeroderepeticionesde la unidad

básica.Esnecesarioconocerlassecuenciasde nucleótidosde los fragmentos

de ADN que bordeanel locus para diseñar cebadoresque permitan su

amplificaciónpor la reacciónen cadenade la polimerasa(Jeffreysy col.,

1994) y así comprobar el número de repeticionesde la unidad básica

presentesen dicho lotus en los individuos de una determinadaespecieo

población. Precisamentela posibilidad de amplificación por PCR y la

facilidad para diferenciaraleloshan sido determinantesen la generalización

delusodemicrosatélitescomomarcadoresgenéticos.



Trabajofuturo 232

Actualmentesedisponedecebadoresparaamplificarmicrosatélitesen

especiescomoel salmónatlántico(Bentzeny col., 1991;Slettany col., 1993),

truchacomún(Estoupy col., 1993),truchaarcoiris (Monis, 1993;Sakamoto

y col., 1994), eglefino(Angersy col., 1995) o bacalao(Brookery col., 1994>.

El nivel de heterocigosidadencontradoen los microsatélites,y en particular

en lassecuenciasde dinucleótidos(GT)ny (AC)n, esmuy elevado,porlo que

se han utilizado en la diferenciaciónde poblacionescon niveles bajos de

variacióndel ADN mitocondrial.

Conviene señalarque los cebadoresempleadosen una especiepara

amplificar determinadosmicrosatélitespuedenhibridar correctamentecon el

ADN de individuos pertenecientesa géneros o especiesestrechamente

relacionadas(Estoupy col., 1993). Esta característicade los microsatélites

resultamuy útil cuandosebuscanmarcadorescapacesde identificarespecies

animales.Sin embargo,el elevadopolimorfismointraespecíficode la mayoría

de los microsatélites estudiados constituye un inconveniente para la

diferenciacióninterespecifica,dondeinteresanmarcadoresdeespeciey no de

individuosdeunapoblación.

Como complementode las técnicasgenéticasdesarrolladasen esta
tesis doctoral para la diferenciación de salmón, trucha y palometa,

consideramosque el estudioy utilización de mini y microsatélitesen estas

especiespuedetenerun graninterésprácticoy seraplicablea la identificación
deun mayornúmerodeespeciesde interéscomercial.

Aunque se han descrito microsatélitestanto en el salmón atlántico

(Bentzeny col., 1993; Bentzeny Wright, 1993; McConnell y col., 1995;

Tessiery col., 1995; Taggarty col., 1995; Slettany col., 1997; Goodiery

Davidson, 1998) comoenla truchaarco iris (Sakamotoy col., 1994; Taylor,

1995;Monis y col., 1996;Otonneily col., 1997), hastadondelleganuestra

informaciónno seha estudiadosupresenciaen la palometa.
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El procesadode los productosde la pescaenalimentostransformados,

comoel salmón,la truchao la palometaahumados,implica la pérdidade las

característicasanatómicasde los pescadosy en consecuenciadificulta la

identificación de las especiesempleadascomo materia prima en su

elaboración. La exigencia de la nonnativa legal vigente (Real Decreto

331/1999de 26 de febrero,B.O.E.número66, de 18 de marzode 1999) en

cuantoa la presenciaen el etiquetadode los productospesquerosfrescos,

refrigeradoso cocidos,delnombrecomercialy científicode la especiedeque

se trata, justifica el desarrollode técnicasque pennitanla identificación de

especiesen dichosproductosde unamaneraeficaz, rápida,económicay con

rigor científico. En estetrabajohemosutilizado dostipos de técnicascuya

aplicación al análisis de alimentosha experimentadoun gran auge en los

últimos años técmcasmmunológicasy técnicasgenéticas.

Las aplicacionesde las técnicasinmimológicas, especialmentelas

técnicasinmunoenzimáticas(ELISA), a la diferenciaciónde especiesde

animalesde abastoen carney productoscárnicos(Patterson,1985; Castroy

col., 1990;Martín y col., 1991>y en lechey productoslácteos(Garcíay col.,

1990; Rodríguezy col., 1993; Levieuxy Venien, 1994) son muy numerosas.

Actualmentesedisponedekits comercialesparala identificaciónde especies

en mezclascárnicasy lácteas,asi como para la detecciónde proteínasde

origen cárnico o lácteo en otros productosalimenticios. Sin embargo,la

aplicaciónde estastécnicasa la identificación de especiesde pescadoy

mariscoesescasa.Lasaplicacionesdisponiblesconesteobletivo selimitan al

desarrollode algunas técnicas inmunológicas para la identificación de

sardinasenlatadas(Taylor y col., 1994a), bacalaoy halibut (Domínguezy

col., 1997>, langostinos(An y col., 1990>,y cangrejoen derivadosdel surimi

(Verrez-Bagnisy Escriche-Roberto,1993). Sin embargo,hastadonde llega

nuestrainfonnación, en esta tesis doctoral se abordapor primen vez la

obtencióndeanticuerposfrentealasproteínasdesalmón,truchay palometay

el desarrollode técnicasELISA para su diferenciaciónen productosde la

pescafrescos y procesados.La obtención de inmunosueros frente a las
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proteínasmuscularessolublesdesalmón,truchay palometa,de los quesehan

eliminado por neutralización las imnunoglobulinas responsablesde la
apanciónde reaccionescruzadas,nos ha pemiltido desarrollardos formatos

de lastécnicasELISA parala identificaciónde las especiescitadas(Carreray

col., 1996; 1997).

Lasproteínasmuscularessolublesdepescadose puedendesnaturalizar

porcalory los cambiosestructuralésresultantesafectana la capacidadde los

anticuerpospara reconocerlas proteínasutilizadas como antígenos.Sin
embargo,el ahumadoen frío es un procesoen el que el pescadoalcanza

temperaturasinferiores a los treinta grados centígradosy los resultados
alcanzados en este trabajo han permitido comprobar que la

inmunorreactividadde lasproteínasmuscularessolublesno seve afectadapor

el procesadoendichascondiciones.

Debido a su sensibilidad, especificidad, rapidez y bajo coste, las

técnicasELíSA que hemosdesarrolladoson apropiadaspara su utilización

comopruebasdecampo.Estohacequeseandegraninterésparala inspección

e identificaciónde especies.

Aunquelas técnicasininunológicasno sehan aplicadoasiduamenteal

análisisde pescadosy mariscos,la situaciónes distinta en el caso de las

técnicasgenéticas.

Enla décadade los ochentasedesarrollarontécnicasmuy eficacespara

la amplificacióny secuenciacióndel ADN querápidamentese ditlmdierona

todoslos laboratoriosde investigacióngenética.Estehechopermitió avanzar

en el conocimientode la estructura,localizacióny regulaciónde la expresión

de numerososgenes.Asimismo, a principios de los noventase impulsó el

desarrollode proyectosmuy ambiciosossobre la secuenciaciónde genomas

completos,como el genomahumano (constituidopor alrededorde 10<1000

genesy 3.000millonesdeparesdebases)y otrosgenomasmenoscomplejos

entrelos queseincluyen la bacteriaEscheflchiacolí <tres millonesde pares

de bases),la levaduraSaccharomycescerevísiae(14 millones de paresde

bases),la moscade la fruta Drosophilamelanogaster(165 millonesde pares
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de bases)y el ratónMus musculus (3.000 millones de paresde bases).A

medida que aumentael número de secuenciasdisponibles en diversos

organismos,la comparacióndegenespenniteestablecerhomologíasy facilita

la búsqueda,amplificacióny secuenciaciónde geneshomólogosen especies

distintas.

La grancantidaddeinformaciónsobre secuenciasdeADN vertidasen

lasbasesde datosdurantela última décadaalcanzatambiénavariasespecies

de peces. La mayor parte de los estudiosgenéticosen pecestiene, sin

embargo, objetivos diferentes de la identificación de especiesy están

encaminadosprincipalmenteal estudioderelacionesfilogenéticas,estructura

de poblacionesy migracionesde determinadasespecies(Lockwoody col.,

1993; Rosel y Block, 19%; Carney y col., 1997; Lu y col., 1997). No

obstante,el conocimientogeneradoen dichosestudiosy en otros realizados

en especiesanimalesalejadasde los peces,permitenseleccionarfragmentos

deADN con un gradodevariabilidadintra- e interespecíticaadecuadaparala

diferenciaciónde especiespiscícolasfilogenéticamentepróximas. En este

sentido, los trabajospublicadoshastael momento con el objetivo de la

identificacióngenéticadeespeciesde pescadoy mariscode interéscomercial,

sebasanprincipalmenteen el análisisde las secuenciasde nucleátidosde

fragmentosdel ADN mitocondxialamplificadosporPCRutilizandocebadores

universales(Bartlett y Davidson, 1992). Mediante la comparaciónde las

secuenciascorrespondientesa un fragmentoconservadodel genmitocondrial

citocromo 1’ se han conseguidoidentificar varias especiesde escómbridos

frescosy enlatados(Bartlett y Davidson, 1991; Finnerty y Block, 1995;

Unseldy col., 1995; Quinteiroy col., 1998) y salmónidos(Lockwoody col.,

1993; iNielseny col., 1994). Sin embargo,la secuenciaciónesun métodode

análisislaboriosoy caroy se hantratado de buscarotras alternativaspara

detectarla variabilidad de fragmentosde ADN sin necesidadde obtenerlas

secuenciasde nucleótidos.

Una alternativa a la secuenciaciónconsiste en el análisis del

polimorfismode los fragmentosderestricción(RFLP)de los productosde la

amplificación del ADN obtenidosmediante la reacción en cadenade la
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poliinerasa. Esta técnica, con gran capacidad discriminatoria para la

identificaciónde especiesanimales,seha utilizado parala diferenciaciónde

especiesdepecesplanos(Céspedesy col., 1998, 1999), túnidos(Ram y col.,

1996; Quinteiroy col., 1998)y anguilas(Tagliavini y col., 1995),y esmucho

más sencilla y menoscostosaque la secuenciacióny el análisis de la

secuenciade nncleótidos.La técnicade PCR-RFLPseha empleadoen esta

tesisdoctoralparala diferenciaciónde salmón,truchay palometa(Carreray

col., 1998, 1999a,1999b).

LaamplificaciónporPCRdelos genescitocromob, citocromooxidasa

II y 16SARNr dio lugar a bandaseleciroforéticasdel mismo tamañoen las

diferentes especiesde pescado. Sin embargo, una vez analizadas las

secuenciasdenucleótidosde los fragmentosamplificadosen cadaespecie,se

identificaron diferencias especie-específicasque se podían poner de

manifiesto mediante la digestión con endonucleasasapropiadas. En

consecuencia,la técnicade PCR-RFLPpermitió obtenerperfiles específicos

de especiepara salmón,trucha y palometautilizando el gen citocromo b

amplificadoconcebadoresuniversales.Asimismo, el diseñosobresecuencias

de salmóny truchade los cebadoresutilizadosen la amplificación de los

genescitocromo oxidasa II y 16S ARNr ha resultado muy útil para la

diferenciaciónde dichas especiespor PCR-RFLP, aunqueno permitieron

amplificar los genescitados a partir del ADN de palometadebido a la

especificidadde los cebadoreso a la degradaciónobservadaen el ADN

obtenidode lasmuestrasde estaespecie.

Una segundaalternativaa la secuenciaciónutilizada en este trabajo

paradiferenciarespeciesde pescadofilogenéticamentepróximasconsisteen

la selecciónde regionesdel ADN cuya amplificacióncon un mismopar de

cebadoresda lugar a fragmentosde distinta longitud en cadaespecie.La

diferenciación de especiesse realizamediante la visualizacióndirecta de

dichos fragmentosen geles de agarosa,sin necesidadde digerirlos con

enzimasde restricción.Es el casode la amplificaciónde los genesnucleares

P53 Y ~SARNr. Sin embargo,la diferenciaen el tamañode los fragmentos
amplificadoscon el genp53 fue tan pequeñaentre las especiesestudiadas,
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que consideramosoportuno, paraunamejor diferenciación,someterdichos

fragmentosaunadigestiónconendonucleasasde restricción.

De los dos genesnuclearesempleadosen este trabajo, el SS ADNr

resultó útil para la diferenciaciónde las tres especiesanalizadas,salmón,

trucha y palometa, mientras que el gen p53 únicamente permitió la

diferenciaciónde salmóny trucha.La ausenciade amplificacióndel genp53

en la palometapuedeser consecuenciade la degradacióndel ADN sufridapor

las muestrasde esta especieduranteel procesadoy la manipulacióndel

pescado,aunquetambiénpodríaserconsecuenciadel caráctermonocopiade

este gen y de la longitud del intrón 5 en la palometa,cuyo tamaño se

desconocey pudieraexcederla longitudapropiadaparasuamplificación.

Finalmente,la preguntaque surgees si las técnicasde PCRy PCR-

RFLP puedencompetir con las técnicas actualmentedisponiblespara la

diferenciaciónde especiesde pescado.Si la demandacontinúa, lo cual es

previsibleteniendoencuentalas exigenciaslegislativasdel etiquetado,pronto

podremosver métodosmás rápidos para la extracción del ADN de las
muestras,miniaturizacióndel formato de PCR e incluso la posibilidad de

aplicarestatécnicaa nivel de campo.Porcomparaciónpodemospensaren el

desarrolloespectacularde las técnicasELISA. Hace unos 20 años, estas

técnicasse consideraroncomo una tecnología compleja que sólo podía

desanollarseen laboratoriosde investigaciónmuy equipados.Hoy díasehan

desarrolladoformatostan simplesqueseutilizan inclusoa nivel doméstico.
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