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I. EXPOSICION GENERAL DEL PROBLEMA A INVESTIGAR

La identidad biolégica de los peces se establece basindose en sus
caracteres anatomo-biologicos. Sin embargo, muchos pescados se someten
después de su captura a operaciones de evisceracion, fileteado, picado, etc.,
antes de su venta al pablico o a las industrias de transformacion. Una vez que
¢l pescado se ha procesado, resulta muy dificil identificar la especie de

procedencia.

En la actualidad, los habitos de consumo, los avances tecnologicos y el
comercio internacional, han contribuido a potenciar el consumo de pescado en
la poblacion humana. Este aumento del consumo también esta relacionado con
el incremento de la oferta de pescados procedentes de diversos paises y que se
presentan al consumidor fileteados, congelados, ahumados, enlatados o
incluso precocinados. Por otra parte, la idiosincracia de los consumidores
tiende a concentrar la demanda en un reducido grupo de especies, las cuales
alcanzan un elevado precio en ¢l mercado. La diferencia de precios favorece
la sustitucion de las especies de mayor valor econémico por las menos
valoradas, tanto en las pescaderias como en los establecimientos de
restauracion colectiva. Este hecho, ademas de constituir un fraude, tiende a
perpetuar la desinformacién de los consumidores y la marginacion en el
mercado de un gran nimero de especies, muchas de ellas con un excelente
valor nutritivo y culinario (Penedo y col., 1992; Sotelo y col., 1993).

Fn la identificacion de pescados ahumados, uno de los mayores
problemas radica en la diferenciacion del salmon atlantico’ (Salmo salar), 1a
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y la palometa (Brama raii). La
diferenciacion de piezas de salmon y trucha ahumados es, en ocasiones, dificil
ya que mi el tamafio (s¢ crian truchas de 8 kg o mas), m el color de la carne, ni
el sabor constituyen parametros fiables de identificacion. El dibujo del corte
de la pieza tampoco garantiza su diferenciacién. Por ello, la puesta a punto de
un método de analisis eficaz, rapido y barato que permitiese la identificacion
de las especies de pescado ahumado citadas cuando se carece de base

(1) Las especies de peces, una vez nombradas en latin, aparecerdn con su nombre
en castellano.
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anatomica, tendria un interés extraordinario para detectar los productos
adulterados o etiquetados incorrectamente y para ofrecer una mayor
protecci6n a las empresas de transformacion y a los consumidores.

Los métodos analiticos utilizados en la diferenciacion de especies de
pescado incluyen técnicas electroforéticas (Hamilton, 1982; Laird y col,,
1982; An y col., 1988; Penedo y col., 1992; Gallardo y col., 1995),
cromatografia en fase ligmida, HPLC (Osman y col., 1987; Armstrong y col.,
1992), técnicas inmunoldgicas (Taylor y col., 1994a) y técmicas genéticas
(Bartlett y Davidson, 1992). Las técnicas electroforéticas y cromatograficas
generan perfiles electroforéticos o cromatograficos complejos y bastante
similares para las distintas especies de pescado, lo que dificulta su correcta
identificacion. Por otra parte, tanto las técnicas electroforéticas, como las
cromatograficas ¢ inmunologicas desarrolladas hasta el momento para la
identificacion de especies de pescado, estan basadas en el analisis de las
proteinas musculares solubles y los resultados obtenidos pueden verse
afectados por los tratamientos tecnoldgicos a que se somete el pescado. Por el
contrario, la estabilidad del ADN y la cantidad de informacion que contiene,
confieren a esta molécula una gran especificidad que permite la diferenciacion
de especies (Bartlett y Davidson, 1991; Hartley y col., 1992; Pendas y col,,
1995).

Actualmente, entre las técnicas que se estan aplicando con mayor éxito
en el analisis de alimentos se encuentran las inmunologicas, basadas en la
visualizacion objetiva de la interaccion entre un antigeno y su correspondiente
anticuerpo, y las genéticas, que se basan en el reconocimiento especifico de
fragmentos de ADN (Sharpe, 1994; Fung, 1995).

En este trabajo de investigacion se planted, en primer lugar, la
utilizacion de técnicas inmunoldgicas, y posteriormente genéticas, para
identificar muestras frescas y ahumadas de tres especies de pescado: salmén
atlantico, trucha arco iris y palometa. Los objetivos que se pretendian
desarrollar fueron los siguientes:
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1. Obtencion de anticuerpos policlonales frente a proteinas musculares
solubles de salmon, trucha y palometa ahumados, y el desarrollo de
técnicas inmmoenzimaticas (FLISA) para identificar dichas
especies.

2. ldentificacion y seleccion de marcadores genéticos (mitocondriales
y nucleares) que permitieran, con la utilizacioén de técnicas como la
reacciébn en cadena de la polimerasa (PCR), secuenciacion de
fragmentos de ADN y digestion con enzimas de restriccion, obtener
patrones caracteristicos del salmén, trucha y palometa para su
correcta identificacion.

En la ulima década, las técnicas inmunoenzimaticas (ELISA) han
experimentado un notable desarrollo y difusion en la industria alimentana.
Las ventajas de los métodos inmunoenzimaticos derivan de su sensibilidad,
rapidez y bajo coste. Ademas, estas técnicas son objetivas y automatizables y
los reactivos que utilizan son estables (Rittenburg, 1990). Son muchos los
ensayos inmunologicos desarrollados en los ultimos afios para la deteccion y
cuantificacion de hormonas, plaguicidas, antibidticos, micotoxinas y proteinas
en productos lacteos o camicos (Fukal, 1991; Samarajeewa y col., 1991;
Gonzalez y col., 1993; Anguita y col., 1995). Sin embargo, quizas debido a la
variedad de especies de pescado comercializadas, los trabajos inmunoldgicos
realizados son escasos (An y col., 1990; Verrez-Bagnis y Escriche-Roberto,
1993; Taylor y col., 1994a). Por ello, el primer objetivo de este trabajo ha
consistido en la obtencion de anticuerpos y el desarrollo de técnicas
inmunologicas, que permitieran diferenciar especies de interés comercial
como el salmon, trucha y palometa ahumados. Para ello fue necesario:

1. Inmunizar lotes de conejos con las proteinas musculares solubles de
salmoén, trucha y palometa ahumados.

2. Comprobar, mediante técnicas de FELISA indirecto, si los
inmunosueros obtenidos reconocian a proteinas musculares solubles
de especies de pescado distintas de aquéllas frente a las que se
obtuvieron.
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3. Obtener anticuerpos especie-especificos a partir de los
mmunosueros obtenidos en la fase anterior. Para ¢llo se utilizaron
técnicas de inmunoadsorcion con proteinas musculares solubles de

las especies heterologas.

4. Utilizar los anticuerpos especie-especificos para desamrollar y poner
a punto técnicas de ELISA que permitieran diferenciar las especies
de pescado citadas.

Otra aproximacion metodolégica para la diferenciacion de especies de
pescado y con un gran potencial de desarrollo en los proximos afios, consiste
en la utilizacion de técnicas genéticas (Sotelo y col., 1993). Los avances
realizados en los dltimos afios en las técnicas de ingemieria genética, y en
concreto, el desarrollo y puesta a punto de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), han marcado un antes y un después en todas las areas de
investigacion biomédica y han demostrado ser muy eficaces en la deteccion de
NUMETOS0s MICroorganismos patégenos y alterantes de los alimentos (Hill,
1996; Gutiérrez y col., 1997, 1998; Gonzalez y col., 1999), aplicandose
también con éxito en la identificacion del origen animal de una came en
productos camicos (Chikunmi y col., 1990, 1994; Winter¢ y Thomsen, 1990;
Ebbeh¢j y Thomsen, 1991a; Carnegie, 1994), identificacion de especies de
pescados (Bartlett y Davidson, 1991, 1992; Hartley y col., 1992; Rehbein y
col., 1995, 1997; Ram y col., 1996), deteccion de proteina de soja (Meyer y
col., 1993), gluten (Davidson y Brndges, 1987) y alimentos transgénicos
(Meyer y Candrian, 1996).

Recientemente, se ha realizado un esfuerzo notable para identificar
marcadores genéticos que han permitido realizar numerosos estudios sobre la
evolucion y migraciones de determinadas especies marinas. El disefio de estos
marcadores genéticos se ha basado en el analisis del ADN, primero en el
mitocondrial (ADNmt) y posteriormente en el nuclear (ADNn). Algunas de
las ventajas de la utilizacion de marcadores genéticos en l1a identificacion de
especies son:
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o La cantidad de muestra requerida para el andlisis es minima.
o Existen muchos marcadores genéticos potenciales.

e Se pueden detectar mutaciones que no conllevan cambios en la
composicién aminoacidica ni en la movilidad electroforética de las
proteinas y que, en consecuencia, no podrian ponerse de manifiesto
mediante el analisis electroforético de las mismas.

Muchos de los marcadores genéticos que se han utilizado en el estudio
de poblaciones marinas estan basados en el ADN mitocondrial (Kocher y col.,
1989; Bartlett y Davidson, 1992; Cromin y col., 1993; Chow y Ushiama,
1995). Desde un punto de vista filogenético, el ADNmt al ser haploide, ofrece
numerosas ventajas para el estudio de la evolucion de las especies. Ademas,
cada célula contiene muchas copias de ADN mitocondnal, a diferencia de lo
que ocurre con el ADN nuclear.

Los marcadores genéticos basados en el ADN mtocondrial ponen de
manifiesto cambios en la secuencia del ADN, como resultado de mutaciones
puntuales que incluyen sustituciones de bases. Recientemente, en la
identificacion de especies, la atencién se ha centrado en determinar las
diferencias que se observan en el mimero de copias repetidas de un fragmento
de ADN (Hartley y Davidson, 1994). Estas secuencias repetitivas se clasifican
de acuerdo al tamafio decreciente del nimero de bases en satélites,
minisatélites y microsatélites. De ellos, los minisatélites y los microsatélites
han sido los mas utilizados en la identificacion de especies.

Ademas de la utilidad de los mimisatélites y microsatélites para la
identificacion de especies, cada vez es mayor €l numero de secuencias de
genes nucleares especificos que estan disponiblies en las bases de datos. Con
esta informacion se pueden disefar cebadores para amplificar genes que
permitan establecer diferencias entre especies relacionadas.

En una etapa de maxima expansion de las técnicas de PCR en el
analisis de los alimentos, consideramos que su aplicacion a la diferenciacién
de salmon, trucha y palometa ahumados es importante para disponer de una
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herramienta util que facilite la identificacion inequivoca de dichas especies.

Para llevar a cabo los objetivos propuestos fue necesario:

1.

Buscar en las bases de datos (GenBank y EMBL) las secuencias de
nucleotidos de diversos genes mitocondriales y nucleares de las
especies de interés, como el citocromo b, NADH deshidrogenasa,
12S y 16S ARNr, ATPasa, p33, etc.

Utilizar las secuencias disponibles, para disefiar cebadores
adecuados que permitieran amplificar fragmentos génicos en las
especies de interés.

Extraer el ADN de las muestras de pescado fresco y ahumado.

Utilizar los cebadores disefiados y la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para amplificar las secuencias correspondientes a
partir del ADN de las muestras seleccionadas.

Secuenciar los productos de PCR obtenidos a partir del ADN de
varios individuos de las distintas especies, para encontrar
diferencias entre las secuencias de nucledtidos que se puedan poner

de manifiesto por 1a comparacion de sus mapas de restriccion.

Una vez seleccionadas las endonucleasas de restriccion apropiadas,
s¢ analizaron diferentes muestras para obtener perfiles de
restriccion caracteristicos de cada especie.

En la actualidad, el consumo de pescado procesado en nuestro pais es
creciente. La ausencia de técnicas rapidas y fiables que permitan verificar la
autenticidad de las especies de procedencia cuando se carece de base

anatomica, representa un problema para las empresas que adquieren estos
productos, asi como para los Servicios de Control de la Administracion,
encargados de garantizar el comrecto etiquetado de las especies de pescado
puestas a la venta. Por ello, consideramos que el desarrollo de marcadores

inmunoldgicos y genéticos, podria tener un gran mterés en programas de
inspeccién encaminados a detectar la sustitucidén fraudulenta de especies o el
etiquetado incorrecto de los productos comercializados.



II. INTRODUCCION
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IL.1. SITUACION GENERAL DEL MERCADO PESQUERQ

Desde tiempos remotos, ¢l consumo de los productos del mar ha
desempefiado un papel decisivo en las zonas costeras. A diferencia de otros
recursos marinos, el pescado esta sujeto a un proceso de renovacion continuo,
y solo la actuacion del hombre en forma de sobrepesca o de contaminacion
del medio ambiente podria poner fin a este eterno ciclo bioldgico. Sin
embargo, en la actualidad, debido a la elevada demanda de pescado, muchas
especies de peces € invertebrados marinos se¢ producen y explotan en
condiciones controladas en factorias de acuicultura. Los peces son organismos
muy eficientes en la conversion de proteina alimenticia en proteina corporal,
eficiencia superior a la que presentan los animales de abasto. Salmones
(Salmo salar), truchas (Oncorhynchus mykiss), carpas (Cyprinus carpio),
atunes (Thunnus thynnus), doradas (Sparus aurata), lubinas (Dicentrarchus
labrax), rodaballos (Psetta maxima) y otras especies se obtienen actualmente
en acuicultivos y, en el futuro, la explotacién industrial del pescado en
piscifactorias esta llamada a experimentar un gran desarrollo (Sikorski, 1994).

El sector pesquero mamdial se caracteriza por una elevada
concentracion productiva en determinadas zonas que no se corresponde
necesariamente con la distribucion geografica del consumo (en general, el
pescado sigue siendo mas apreciado en las dietas de los paises desarrollados).
La tendencia en el comercio pesquero internacional se dirige hacia un
aumento de la dependencia de los paises desarrollados respecto de los
suministros externos (Judrez, 1997). En la Tabla 1, se refleja la evolucién de
las capturas de los principales productores de pescado, destacando el
crecimiento de dichas capturas en paises como China y Noruega, mientras que
descienden en otros como Japon y Canada.

Japon, Estados Umdos y los paises miembros de la Umién Europea
(salvo Irlanda, Dinamarca, Suecia y el Reino Unido) no son autosuficientes y
recurren a los mercados internacionales para satisfacer las necesidades de su
consumo interno. Otros, como Noruega, Islandia, Canada, paises
sudamericanos y gran parte de los asiaticos, se estin consolidando como
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13.572.727

Fuente: F.A.Q., Estadisticas de Pesca, 1998.

China 7765379 8.396.158 9.386.499 10485113 11.834.045 15.189.789
Peri 6.868.905 6.898.106 7.502.066 9.003.509  11.999.217  8.937342 9.515.048
Chiie 5.162.773 5.958.878 6.433.314 5.948 451 7.720.578 7433.864  6.692.653
Jap6n 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 5126.7N1 5.196.717 5.522.917 5.535.349 5.224.567  5.000.799
Unidos

Rusia Fed. 7.553.544 6.895.699 5.507.465 4.370.009 3705082 4.311.809 4675731
Noruega 1.596.672 2.012.110 2.430.611 2415118 2.333.160 2.525.078  2.638.464
Islandia 1.505.312 1.047.395 1.574.682 1.7153.581 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
Canada 1.637.730 1.458.230 1.291.999 1.131.484 1.022.747 868.086 900.806
Reino Unido 760.118 790.604 813.083 860.200 877.931 909.902 867.773
Francia 610.477 571.630 570916 583.001 572.708 601.695 542187
Suecia 250.982 237.016 307.545 341.897 386.814 404.586 370.881
Paises Bajos 406,242 407.166 432.970 461.756 420.053 438.092 363.283
Itatia 381.688 405.894 396.103 393.309 396.267 394.020 358.736
Irfanda 215.736 233.290 249.159 278.577 293.616 385.350 332878
Portugat 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 230753 236.573
Total §5.880.200 85.088.400 RB6.208800 §7.278.800 92.682.900 93.001.100 94.625.400
* toneladas métricas
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abastecedores de otros (Tabla 2). Todas estas circunstancias configuran un
mercado pesquerc caracterizado por una elevada concentracion del comercio
(entre Japon y Ia U.E. absorben mds del 65% de las importaciones pesqueras
mundiales) y por la tendencia a que los paises en vias de desarrollo
incrementen sus exportaciones en detrimento de las importaciones (Suris y
Otero, 1997).

En los dltimos afios, la necesidad de adaptacién a la Politica
Comunitaria Pesquera, ha condicionado ¢l desarrollo del sector pesquero
espafiol, tanto en su verfiente extractiva (descenso en las capturas,
adaptaciones en las flotas, formacién de empresas mixtas, etc.), como en los
aspectos comerciales referidos al mercado interior y al comercio internacional
de pescado.

Respecto a la evolucion del mercado interior pesquero en Espaiia,
conviene resaltar que la importancia relativa del pescado en el consumo
alimentario global permanece estable (Figura 1).

Por lo que se refiere al comercio exterior, el mercado espafiol se ha
hecho muy dependiente de los suministros externos de pescado. El
mantenimiento de un elevado consumo medio, unido al descenso y postenor
estabilidad de los desembarcos, han propiciado el aumento de las
importaciones para satisfacer las necesidades de la demanda interna (Tabla 2).

En térmimos generales, se importa pescado fresco, congelado,
crustaiceos y moluscos, mientras que se exportan pescado congelado,
moluscos y conservas. El principal destino de las exportaciones se localiza en
el resto de los paises comunitarios (Portugal e Italia de forma destacada),
mientras que el origen de las importaciones es mas variado (Argentina,
Namibia, Retno Umido, Portugal, Chile, etc.).
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Europa 18133031 20172209 20960.540 © Europa 13.686.079 15.065.426 16.537.287

Japén 16.140.465 17.853.481 17.023.945 Tailandia  4.190.036 4449457  4.117.865
Estados 7.043.431 7.141.428  7.080.411 Noruega 2735485  3.122.662 341569
Unidos
Francia 2.796.719  3.221.298 3.194.133 Estados 3229585  3.383.589  3.147.858
- Unidos

China 2.320.125 2835021  2.856.986
Talia 2257462 2281316  2.590.985 Dinamarca 2359034 2459629  2.698.976
Alemania 2316449 2478817 2542957 - Canada 2182.078 2314413 2291261
Reino 1.880.350  1.910.091  2.065.025 Chile 1.303.974 1704260  1.697.258
Unido o
HongKong 1.647.106 1.831.511  1.928.143 Rusia 1720459 1635145 1686162
Dinamarca 1415239  1.573.732  1.618.669 Indonesia  1.583.416  1.666.752 1678222
China §55706 941293 1184170 . Corea 1411.052  1.564.878  1.512.992
Canads 913.404 1034070 1.158.864 Paises Bajos 1.435.824 1447239  1.470.046
Portugal ~ 669.888  763.245  782.858 - mepate | Lozt P 1461486
Noruega  324.142 490383 535642 Islandia 1264615 1342552 1425837
Brasil 261453 397.574 481552 Perta 979.502 869.727 1.120.391

* en miles de EE UU.$
Fuente: F.A O. Estadisticas de Pesca, 1998
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IL.1.1. PRODUCCION DE SALMON Y TRUCHA

Debido a la limitacion de los recursos marinos y a la politica de
reduccion de la flota pesquera de la Union Europea, la acuicultura ba
experimentado un gran desarrollo en nuestro pais.

La acuicultura consiste en la reproduccion, total o parcial, del ciclo
biologico natural de algunas especies acuaticas, controlando estos organismos
y el habitat donde se desarrollan. Existen dos grandes modalidades de cultivo:
el cultivo marino (dorada, lubina, rodaballo, salmén, etc.) y el cultivo
continental (truchas). Ambos cultivos pueden ser explotados de forma
extensiva (sin alteracion del medio de cria) o de forma intensiva (control del
ciclo y del medio).

En los utltimos afios se ha producido una expansion del cultivo
intensivo en granjas marinas, debido a la gran demanda comercial de
productos marinos (dorada/lubina), la peculiaridad de nuestro litoral y las
subvenciones tanto del Estado como de la Union Europea. En el periodo
comprendido entre 1985 y 1996, 1a produccion pasé de ser virtualmente nula a
30.000 toncladas anuales, o que representd cerca del 200% de las capturas
tradicionales de estas especies. Se estima que antes del final del siglo, la
produccion sera de 45.000 toneladas y 3 de cada 4 doradas/lubinas procederan
de granjas acuicolas marinas. No obstante, el peso especifico de la acuicultura
marina de dorada/lubina, sin olvidar el cultivo del rodaballo, es reducido en
comparacion con los cultivos de truchas y salmones (Doyelle, 1997).

Los salmonidos pertenecientes al género Salmo mas representativos de
nuestra fauna piscicola son el salmén atlantico y la trucha comim o Salmo
trutta fario. El primero se interna en algunos rios de la cornisa cantabrica
entre noviembre y febrero, correspondiendo con la época de desove, mientras
que la trucha comin estd ampliamente distribuida por los rios y arroyos de
nuestra peninsula.

La trucha arco iris se introdujo en la peninsula a finales del siglo
pasado procedente del Pacifico, y con el paso de los afios se ha adaptado a la
climatologia y orografia, de tal forma que practicamente ha desplazado a la
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trucha comun. Comparada con otras especies de salmonidos, la trucha arco
iris se adapta bien a la cautividad, con comportamientos menos agresivos que
la trucha comin, por lo que sus cualidades naturales para la explotacion
industrial son muy buenas (Blanco, 1994).

En los dltimos afios, la poblacién de salmon atlantico se ha reducido
notablemente en Europa occidental, ai igual que en el norte de Espafia
(Asturias y Galicia) debido al deterioro de los habitats naturales, y a la pesca
masiva en alta mar y en los rios (Larinier y Dartiguelongue, 1989). Islandia es
uno de los paises que mas se han preocupado por la subsistencia de esta
especie, estableciendo programas de incubacion y suelta de alevines. La
mayor parte del salmon atlantico que se consume en Europa procede de
instalaciones cerradas, en las que tiene lugar el ciclo completo, realizindose el
engorde en jaulas flotantes situadas en lugares resguardados de la costa,
destacando por su produccion Noruega y Escocia. Conviene sefialar que el
salmon era una especie poco conocida hasta hace unos afios por los
consumidores espaiioles, pero se ha ido abriendo paso en el mercado gracias a
la calidad y bajos prectos que ofertan los exportadores noruegos.

La produccion acuicola espafiola es un sector gcondémico en ascenso
que se afianza lentamente, aunque todavia depende mucho de la produccion
del mejilion (Mytilus edulis), que junto con la trucha arco iris constituyen las
producciones mas sobresalientes. En 1995, la produccion acuicola alcanzd un
valor de 29.522 millones de pesetas, de los que 13.640 millones
correspondieron a la produccion de peces, destacando fa trucha arco iris con
6.600 millones de pesetas, la dorada con 3.192 millones de pesetas y el
rodaballo con 2.335 millones de pesetas.

Segin datos del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, en
1996 estaban en actividad 153 piscifactorias continentales privadas. Su
produccion en 1995 fue de 21.628 toneladas, de las que la mayor parte
correspondieron a 1a trucha arco iris (21.571 toneladas) (Andnimo, 1997a).
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I1.1.1.1. Pescados ahumados

Entre los productos de la pesca transformados, 1a produccion que mas
se ha incrementado en Espaiia es Ia de ahumados. El 47% de la produccion de
ahumados corresponde a salmoén, a pesar de lo cual Espafia es aiin deficitaria
en este tipo de productos (Tabla 3).

De las importaciones de pescados ahumados, el 80% son de salmon y
proceden principalmente de Islandia v de Dinamarca. Hay que aclarar que de
“Islandia y Dinamarca” procede el salmon ahumado, aunque lo mas frecuente
es que el salmon se importe fresco, fundamentalmente de Noruega y Escocia,
y se procese en Espafia, para su comercializacion como ahumado (Vieites,
1994). De hecho, el salmén Noruego es la matena prima utilizada para
elaborar més del 60% de la produccion nacional de salmon ahumado. En la
ultima década ha aumentado considerablemente el volumen de produccion de
ahumados. Sin embargo, el valor econémico de la produccion permanece
estable, debido principaimente a que en los ultimos afios han aparecido un
gran numero de empresas que compiten en precios. Ademas, han aumentado
fuertemente las importaciones y la diferenciacion de productos en este
subsector es baja. A pesar de que las empresas del sector ofrecen una mayor
variedad de productos, los consumidores espafioles siguen demandando
salmoén, trucha y palometa, muy por encima de los demas. Esto no impide que
surjan productos nuevos, como el higado de bacalao (Gadus morhua)
ahumado o lomo y ventresca de salmon, entre otros.

IL1.1.2. Marco legislative para la comercializacion y elaboracion de
productos pesqueros.

El marco legislativo que sirve de referencia para la elaboracion y
comercializacion de pescados ahumados en Espafia, viene definido en el Real
Decreto 1.437/1992 de 27 de noviembre (B.O.E. niamero 11, de 13 de enero
de 1993), por el que se fijan las nonmas sanitarias aplicables a Ia produccion y
comercializacién de los productos pesqueros y de la acuicultura; el Real
Decreto 1334/1999 de 31 de julio (B.O.E. namero 202, de 24 de agosto de
1999), por el que se aprueba la Norma General de Etiquetado, Presentacion y
Publicidad de productos alimenticios; el Real Decreto 1.882/1994 de 16 de
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Dinamarca 9.056 9.813 13.590
Francia 11.500 12.000 12.010
Reino Unido 11.000 11.000 12.600
Japon 6.234 7.549 3.612
Alemania 5.108 6.986 6.084
Estados Unidos 3.294 3.859 4.084
Bélgica 2.625 2333 2.802
Italia 2.500 2.500 2.500
Noruega 2.180 2.039 2.350
Canada 1.020 1.160 658
Total 61.098 66.870 72.112

* toneladas métricas
Fuente: F. A.O., Estadisticas de Pesca, 1998
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septiembre (B.O.E. nimero 249, de 18 de octubre de 1994), por el que se
establecen las condiciones de sanidad animal aplicables a la puesta en el
mercado de animales y productos de la acuicultura; y el Real Decreto
331/1999 de 26 de febrero (B.O.E. numero 66, de 18 de marzo de 1999), que
contiene ¢l conjunto de especificaciones que han de cumplir, en las diversas
fases de comercializacion en Espaifia, los productos de la pesca y de la
acuicultura, tanto de la Umion Europea como de paises terceros. Segun
establece el articulo 4 del Real Decreto 331/1999. “Todos los productos
pesqueros frescos, refrigerados o cocidos, ademas de cumplir con lo
establecido en el Real Decreto 212/1992 y el Real Decreto 1.437/1992,
deberan llevar en el envase o embalaje correspondiente, y en lugar bien
visible, una etiqueta cuyas dimensiones minimas han de ser de 14 centimetros
de longitud por 4 centimetros de altura, en la que en caracteres legibles e
indelebles se contemplen como minimo las siguientes especificaciones”™

» Pais de origen

« Categoria de calibre

o Categoria de frescura y fecha en que ésta se determine
» Peso neto, en kilogramos, para productos envasados

« Nombre cientifico y comercial de Ia especie

 Forma de obtencion

* Modo de presentacion y tratamiento

« Expedidor, nimero de autorizacion oficial y domicilio

La exigencia de contemplar en el etiquetado de los productos pesqueros
el nombre comercial y cientifico de la especie de que se trate, hace necesaria
la existencia de técnicas fiables, rapidas, economicas y objetivas que permitan
confirmar que el producto emvasado corresponde con la denominacion
comercial y cientifica que aparece en la etiqueta.

Hasta la fecha no se dispone de una umica técnica valida para la
identificacion de todas las especies de interés comercial, y no existen métodos
oficiales para la identificacion de dichas especies. Por ello, en los proximos
afios, la mvestigacion debe hacer posible la puesta a punto de 1a metodologia
adecuada para llevar a cabo la identificacion correcta de las especies de



pescado en productos frescos y procesados, en los que no se dispone de
caracteres anatomicos reconocibles.

[1.2. TDENTIFICACION MORFOLOGICA Y CLASIFICACION
TAXONOMICA DE SALMON ATLANTICO (Salmo salar),
TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus mykiss) Y PALOMETA

(Brama raii)

La taxonomia o estudio de las bases tedricas, principios y
procedimientos que conducen a la clasificacion natural de los peces, surge por
la necesidad de diferenciar unas especies de otras (Figura 2).

I1.2.1. CLASIFICACION DE LOS SALMONIDOS

La clasificacion de los salménidos ha sido objeto de numerosas
discusiones y quizas es uno de los grupos taxonomicos que ha planteado
mayor dificultad a los cientificos. En este grupo encuadramos al salmon
atlantico y a la trucha arco iris (Blanco, 1994).

Los salménidos pertenecen al orden Salmoniformes, que incluye los
siguientes subordenes:

Orde Sahmngfarmes _

Suborden  Salmonoidei
Argentinoidei
Stomatoidei
Giganturoidei
Esocoidei

El Suborden Salmonoidei comprende tres familias:
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Figura 2. Clasificacion taxonoémica de los peces (Blanco, 1994).
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‘Suborden . Salmonoidei

Famlia Salmonidae
Plecoglossidae
~ Osmeridae

La familia Salmonidae esta representada por tres subfamilias,
basandose en las caracteristicas morfologicas de estos peces, en 1a similitud de
su desarrollo embrionario y en su origen poliploide (todas las especies
contemporancas de esta famihia son tetraploides, por una diploidizacion en su
proceso evolutivo).

Familia S 'Sﬂlmanidaé S

Subfamilia Salmoninae (truchas y salmones)
Coregoninae (corégonos)

Las caracteristicas diferenciales de la subfamilia Salmoninae con
relacién a las otras dos subfamilias, se establecen de acuerdo a aspectos
morfoldgicos y de cariotipo.

En la subfamilia Salmoninae se agrupan seis géneros:

Subfamilia Salmoninae

Género Brachymystax
Hucho
Salvelinus
Salmotimus
Oncorhynchus
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Las diferencias osteologicas en éstos géneros se refieren,
fundamentalmente, a la configuracion y tamafio de los huesos de la region
etmoidal, 1a cual se considera de gran importancia en la configuracion craneal
de los salménidos, asi como al hueso vomer. Parece que estas caracteristicas
morfologicas pueden estar influidas por la alimentacion y por la distancia de
los recorridos en las migraciones oceanicas para realizar la puesta.

Las especies motivo de nuestro estudio son el salmon atlantico, que se
distribuye geograficamente a lo largo del océano Atlantico, y la trucha arco
irs que es una de las truchas del Pacifico Norte. Hasta 1988, esta trucha se
incluia provisionalmente en el subgénero Parasalmo, dentro del género
Saimo. Pero la American Fisheries Society’s Committe on Names of Fishes
decidio que las truchas nativas de las cuencas del Pacifico-Norte se
encuentran genéticamente mas cerca del salmén del Pacifico, Oncorlynchus,
que de las especies Salmo del Atlantico y Europa (como el salmén atlantico y
la trucha comin europea Salmo trutta). Por lo tanto, Oncorhynchus es el
nombre genérico para designar a todas las truchas nativas de la cuenca del
Pacifico, llamadas hasta entonces Sa/mo. Dentro del género Oncorlynchus
encontramos el salmoén japonés (Oncorhynchus masou), salmén real
(Oncorhynchus tsawytscha), salmon 1ojo (Oncorhynchus nerka), salmén keta
(Oncorhynchus keta), salmon rosado (Oncorhynchus gorbuscha), salmoén
plateado (Oncorhynchus kisutch) y ¢ salmon amago (Oncorhynchus
rhodurus), entre otros.

El salmon atlantico se caracteriza por tener una boca grande,
alcanzando o sobrepasando la perperdincular del centro del ojo; dientes
fuertes; vomer generalmente dentado y cuerpo fusiforme. El salmén joven
presenta de 8 a 10 bandas transversales azul verdosas sobre los flancos,
enlazandose en el dorso y con una serie de manchas rojas intermedias. En el
mar presenta dorso gris pizarroso azulado, flancos plateados y vientre
nacarado. Pequefias manchas negras redondeadas o estrelladas se observan
sobre la cabeza y el cuerpo. Sus aletas son grisaceas. Posee una aleta adiposa
en el dorso entre la inica aleta dorsal y la caudal. Durante 1a reproduccion, la
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mandibula de los machos (rara vez de las hembras) se alarga y curva en forma
de gancho.

Nalmo salar

La trucha arco ins presenta las aletas pectorales, pélvicas y anal sin
borde blanco. En ¢l mar, el dorso es pardo verduzco, los flancos y vientre
plateados y la cola jaspeada de oscuro. En ¢l rio, més oscuro, el jaspeado se
encuentra ipualmente sobre el dorso, los flancos y la cabeza. Dorso jorobado
en los machos adultos, cuyos maxilares son muy ganchudos y fuertemente
dentados (Bauchot y Pras, 1993).

Oncorhynchus mykiss

11.2.2. CLASIFICACION DE LOS BRAMIDOS

La tercera especie estudiada en este trabajo ha sido la palometa. Esta
especie pertenece al orden Perciformes, suborden Percoides, familia
Bramicdos, en la que encontramos cuatro especies: (Bauchot y Pras, 1993).
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Pterycombus brama
Taractes asper
Brama raii (Brama brama)

Taractichthys longipinnis

La palometa es un pez cosmopolita, poco frecuente en las costas
europeas, excepto estacionalmente en Portugal. Es mesopelagico durante el
dia (hasta 400 m) y nada en superficie por la noche. Se aproxima a las costas
para la reproduccion.

Brama raii

Su dorso es grisaceo negruzco y brllante, los flancos y el vientre
plateados. La region interorbital es dorada. Las aletas dorsal y anal orladas de
oscuro, mientras que la aleta caudal frecuentemente esta orlada de blanco. Su
cuerpo es alto, muy ovalado y comprimido; el hocico es muy corto. Las aletas
pectorales muy largas y las ventrales muy reducidas.
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IL3. METODOS PARA IDENTIFICAR ESPECIES DE PESCADO

La identificacion correcta de las especies de pescado es importante
porque de ella depende su valoracién comercial. Cuando el pescado esta
fresco vy entero, la identificacion se realiza mediante la observacién de sus
caracteristicas morfologicas externas, como la forma y coloracién corporal,
forma y disposicién de las aletas y escamas, detalles de la cabeza, etc. Las
caracteristicas observadas se comparan con laminas y/o fotografias, o con los
criterios descritos en las claves de identificacién.

En el caso de filetes de pescado, con vy sin piel, o productos elaborados
en los que se hayan modificado las caracteristicas anatomicas esenciales, la
identificacion resulta compleja incluso para los expertos, especialmente si se
trata de especies afines. En estos casos, los criterios morfologicos y
organolépticos son insuficientes para la identificacion de las especies.

Con el fin de superar las limitaciones de la identificacion morfologica
se han desarrollado otros métodos alternativos que permiten identificar las
especies de pescado en productos procesados.

Todos los seres vivos se caracterizan por la informacién que contienen
sus acidos nucleicos (genoma) vy que determina tanto las secuencias de
aminoacidos como los niveles de sintesis de sus proteinas. Teniendo en cuenta
que los acidos nucleicos y las proteinas codificadas en ellos son
caracteristicos de cada especie, la mayoria de los métodos desarrollados para
la identificacion de especies de pescado estan basados en el estudio de sus
proteinas o de los acidos nucleicos.

Cada una de estas opciones presenta ventajas € inconvenientes, como
se muestra en la Tabla 4 (Ferguson y col., 1995).

IL.3.1. METODOS BASADOS EN EL ANALISIS DE PROTEINAS

Las proteinas son la expresion del genoma propio de cada especie y
poseen caracter informativo (secuencia aminoacidica), siendo esta
caracteristica la que permite establecer diferencias entre las especies.

En el misculo de pescado se distinguen tres grupos principales de
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Las muestras se pueden analizar rapidamente

Coste de reactivos relativamente bajo

Las proteinas tienen una funcién conocida

Extensas bases de datos dlspombles para muchas especies

Inc
Las muestras deben ser frescas o congeladas y encontrarse en buen estado
Se requieren grandes cantidades de muestras de diversos tejidos, lo que
puede requerir el sacrificio del animal
Bajo niamero de alelos por locus
Sdlo se 1dentifican proteinas detectables mediante tincion histoquimica

El analisis de perfiles puede resultar dificil, especialmente en individuos
pohp]mdes

Venta}as del ADN

Solo se precisa un tipo de muestra y en pequefia cantidad

La ampiificacion, por PCR, permite el examen de pequeifias cantidades de
muestra y de especimenes procedentes de museos

Las muestras se pueden almacenar en etanol o desecadas

Se dispone de miles de marcadores potenciales

Algunos Joci son multialélicos

Se pueden detectar mutaciones que no originan cambios en la movilidad
electroforétlca de las protemas

) 1 Inconvementes de | AD’ -

Analisis relatlvamente lento y caro
La sensibilidad de las técnicas exige un manejo muy cuidadoso

Ferguson y col., 1995
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proteinas segin su funcion: proteinas sarcoplasmicas, miofibrilares y del
tejido conjuntivo. La fraccion de proteinas sarcoplasmicas es la que presenta
mayores variaciones interespecificas, incluso entre especies estrechamente
relacionadas (Slattery y Sinclair, 1983; Hofmann, 1987). Por este motivo son
las que se utilizan con mayor frecuencia para la identificacion de especies,
tanto en las técnicas electroforéticas como en las inmunologicas y
cromatograficas. Sin embargo, las proteinas sarcoplasmicas se desnaturalizan
por el calor (Dowdie y Biede, 1983; Yowell y Flurkey, 1986), por lo que el
analisis de esta fraccion proteica puede rtesultar inadecuado para la
identificacion de especies en productos sometidos a tratamiento térmico.

11.3.1.1. Técnicas Electroforéticas

La electroforesis es el método de analisis de proteinas mas utilizado
para la identificacion de especies de pescado (Mackie, 1980; Morrow, 1992).

Estas técnicas permiten separar las proteinas en funcion de su peso molecular
o de su carga neta.

La electroforesis consiste en separar moléculas cargadas, como las
proteinas o el ADN, en un medio acuoso, bajo la mfluencia de un campo
eléctrico aplicado entre un electrodo negativo y otro positivo. El requisito
fundamental para esa separacion es que las moléculas en estudio tengan una
carga positiva o negativa en el pH del tampon seleccionado para el analisis.
Las moléculas con elevada carga neta tenderan a moverse mas rapidamente
que aquéllas con menor carga, y a igualdad de carga, se desplazaran mas
rapidamente las moléculas mas pequeiias. Por ello, el desplazamiento depende
de la carga y del tamafio de las moléculas que se van a separar.

Las proteinas son moléculas cargadas, pero su carga neta depende del
pH de la solucién en la que se encuentran, ya que éste determina el grado de
ionizacion de sus grupos amino y carboxilo. Al valor de pH en el que la carga
de la proteina es cero se le conoce como valor pl o punto isoléctrico, y es
caracteristico de cada proteina.

Para la identificacién de especies de pescado y marnsco se pueden
utilizar diversas técnicas electroforéticas dependiendo del tipo de procesado
que haya experimentado el producto analizado.
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Cuando el pescado no ha sufrido ningun tfratamiento térmico, como
ocuire en los pescados refrigerados y congelados, se utilizan extractos
acuosos del musculo para su identificacion. Eu este caso se pueden utilizar
técnicas de electroforesis convencional en diversos soportes o bien técnicas de
isoelectroenfoque que permiten alcanzar un mayor poder de resolucién,

En productos tratados por calor, en los que las proteinas solubles han
sufrido diversos grados de desnaturalizacion, existen otras alternativas para el
analisis electroforético, como la extraccién de proteinas termoestables
(parvoalbuminas), la extraccién y analisis de proteinas solubilizadas con
detergentes o con urea (An y col., 1988) ¢ incluso ¢l andlisis de las proteinas
desnaturalizadas y sometidas a un proceso de fragmentacién con bromuro de
cianogeno o con proteasas (Sotelo y col., 1993).

La interpretaciéon de los perfiles electroforéticos requiere calcular la
movilidad, el punto isoeléctrico (pI) o el peso molecular de las bandas
obtenidas por comparacion con un patrén conocido de proteinas. Para
identificar especies basdndonos en el andlisis electroforético, es necesario
analizar muestras de referencia en el mismo gel que las muestras problema.
Como la comparacion visual entre las bandas no es muy exacta, se suelen
analizar los geles por densitometria para estimar la cantidad de proteina de
cada banda y su posicion en el gel (Hamilton, 1982). A medida que se
desarrollan técnicas mds sensibles para la separacion electroforética y
posterior tincidn de las proteinas, los perfiles electroforéticos obteitidos son
mas complejos. Por ello, cada vez es més frecuente recurrir a la atilizacion de
analizadores de imagenes y al registro informatico de las imagenes obtenidas.
De esta forma se pueden comparar los patrones electroforéticos obtenidos en
experimentos distintos y se facilita la interpretacion de los resultados
(Tennyson, 1996).

0.3.1.1.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil-sulfato-
sodico (SDS-PAGE)

En la electroforesis convencional, {a separacion de las proteinas tiene
lugar en una solucion tampén de pH y fuerza idnica determinadas. Si se
realiza en geles de poliacrilamida y en presencia de dodecil sulfato sodico
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(SDS-PAGE), el SDS provoca una carga neta negativa en las proteinas e
interacciona con sus tegiones hidrofobicas dividiéndolas en subunidades que
se separan segin su tamafio. La electroforesis en geles de poliacnlamida es
una buena herramienta para el analisis de las proteinas debido a la flexibihdad
de este soporte, un gel formado por mondmeros de acrilamida
CH~CH-CONH, y ¢} dimero N,N'—metilenbisacrilamida como agente de
union. Sin embargo, el manejo de la acnilamida requiere precaucion debido a
su toxicidad y a las dificultades que a veces experimenta la polimerizacion del
gel.

An y col. (1988), utilizaron la electroforesis en geles de poliacrilamida
con dodecil sulfato sodico (SDS-PAGE) para diferenciar e identificar tres
especies de langostinos (rosa, Penaeus duorarum; blanco, Penaeus setiferus y
de roca, Sicyonia brevirostris) tanto crudos como cocidos. Para la obtencion
de los extractos proteicos se compard la eficacia de vanios disolventes: agua,
una solucion de CINa 0,1 M, SDS al 1% y una solucion 8 M de urea. En las
muestras de langostino crudo, los extractos acuosos produjeron un patrén
electroforético caracteristico de cada especie. Sin embargo, en las muestras
tratadas por calor, 1a cantidad de proteinas extraidas con agua fue menor y no
se obtuvieron perfiles especificos de especie. El dodecil sulfato soédico (SDS),
mejoré la extraccion y el mumero de bandas proteicas observables en el gel,
haciendo posible la identificacion de los langostinos cocidos.

La técnica de SDS-PAGE se ha utilizado también para la identsficacion
de especies de gadidos (Theragra chalcogramma y Urophycis chuss) en
muestras crudas y cocinadas y en muestras de surimi (An y col., 1989a). El
uso de SDS o urea para la extraccion de las proteinas a partir de muestras
cocinadas de pescado y de muestras de surimi, permite obtener perfiles
especie-especificos con la técnica de SDS-PAGE.

11.3.1.1.2. Iscelectroenfoque

El 1soelectroenfoque es una técnica de electroforesis en un gradiente de
pH. En este método, las proteinas migran a través de un campo eléctrico hasta
que alcanzan ¢l pH correspondiente a su punto isoeléctrico. Cuando lo
alcanzan (carga neta cero), cesa Su migracion y precipitan en bandas muy
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finas en las que los puntos de isoelectroenfoque pueden difenir en 0,02
unidades de pH. Por tanto, en la técnica del isoelectroenfoque, la separacion
depende del punto isoeléctrico de 1a proteina y no de su carga y tamafio.

Inicialmente, la técnica del isoelectroenfoque se realizaba en geles de
poliacrilamida, con el fin de evitar los fenémenos de electro-enddésmosis
asociados a los geles de agarosa v almidon. Sin embargo, bloqueando los
grupos cargados de los geles de agarosa es posible establecer gradientes de pH
apropiados para isoelectroenfoque. La resolucion que se obtiene en geles de
agarosa modificada es equivalente a la obtenida con geles de pohacrilamida,
pero la agarosa ofrece algunas ventajas en cuanto a manejo, seguridad,
tiempo, rapidez y coste econdmico (Hamilton, 1982).

El isoelectroenfoque tiene un gran poder de resolucién para analizar
muestras no sometidas a tratamiento térmico. Sin embargo, cuando se analizan
proteinas musculares desnaturalizadas por el calor, la electroforesis se debe
realizar en condiciones que permitan separar proteinas extraidas con
detergentes o urea. También se pueden obtener perfiles especificos de especie
a partir de proteinas desnaturalizadas por calor si previamente s¢ fragmentan
con proteasas 0 con compuestos como el bromuro de ciandgeno, que rompe
las proteinas por los residuos de metionina (Gross, 1966). Estos métodos se
han utilizado para identificar especies de pescado en productos enlatados y en
derivados del surimi. Sin embargo, los perfiles que se obtienen tras la
fragmentacion con bromuro de cianégeno no permiten diferenciar especies
muy cercanas filogenéticamente como las pertenecientes a las familias de
salménidos o timidos (Mackie y col., 1999).

Laird y col. (1982), comprobaron que el isoelectroenfoque es una
técnica especialmente adecuada para diferenciar especies de pescado con una
relacion filogenética muy cercana, como el salmon atlantico y las truchas del
Pacifico (Oncorhynchus sp.), que son dificiles de diferenciar por
electroforesis convencional. La resolucion obtenida por estos investigadores
en geles de poliacrilamida fue ligeramente mejor que la obtenida en geles de
agarosa. Otros investigadores han ufilizado también el isoelectroenfoque en
geles de poliacrilamida para diferenciar especies como los gadidos, mertuza,



Introduccion 31

Merluccius merfuccius; bacalao, Gadus morhua o eglefino, Gadus aeglefinus,
entre otros (Neti y Rehbein, 1988), peces planos, Solea senegalensis y
Paralichthys isosceles (Gonzalez y col, 1997) (Figura 3), langostinos,
langostino blanco, rosa y de roca (An y col., 1989b) y especies de caviar
americano, europeo y asiatico (Chen y col., 1996).

Abrams y col. (1984), estudiaron el efecto del calor en los perfiles de
proteinas de pescado obtenidos por isoelectroenfoque en geles de agarosa. Los
resultados obtenidos demostraron que un calentammento moderado (60-70°C)
no interferia en la identificacion de las especies amalizadas. Tampoco el
escabechado afectaba a la identificacién.

An y col. (198%a; 1989b), pusicron a punto una técnica de
isoelectroenfoque para la diferenciacién de pescados y mariscos a partir de
muestras crudas y tratadas por calor. Los mejores resultados se obtenian
utilizando geles de poliacrilamida con urea.

Algunos de los inconvenientes de la utilizacion de poliacrilamida se
pueden evitar utilizando geles preparados comercialmente y equipos de
electroforesis automatizados como el Phastsystem™ (Pharmacia, Uppsala,
Suecia). Merchante y Ortin (1993), diferenciaron salmon, trucha, atin fresco
y diversos gadidos frescos por isoelectroenfoque (IEF) en Phastsystem™,
obteniendo bandas especificas en geles de poliacrilamida con un gradiente de
pH de 3-9.

En general puede afirmarse que el isoelectroenfoque es la técnica
electroforética mas wutilizada en la diferenciacion de especies de pescado,
sobre todo cuando se amalizan productos sometidos a algin tratamiento
tecnologico que pueda desnaturalizar las proteinas. No obstante, conviene
tener en cuenta que para su realizaciéon es preciso disponer del equipo
instrumental adecuado y que los reactivos y aparatos que s¢ utilizan son caros.
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Solea senegalensis Paralichthys isosceles

Figura 3. Perfil electroforénco de las proteinas solubles de Sofea
senegalensis (1. 2 v 3) v Paralichihys isosceles (7. 8 v 9) obtenido
mediante la téemica de isoelectroenfoque. Patron de pl conocidos
(4. 5 y 6) {(Gonzalez v col.. 1997).
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11.3.1.1.3. Electroforesis en gradiente de gel

La electroforesis en gradiente de gel es una técnica que utihza geles
que conticnen un gradiente de concentracion de poliacrilamida, en los cuales
las moléculas cargadas se separan esencialmente por el tamaiio. El gel actda
como una criba molecular. Esta técnica fue aplicada por Manusu y Wrigley
(1985), para identificar filetes de pescado de 42 especies distintas (sardina,
trucha arco iris, etc.). Los mejores resultados se obtuvieron con gradientes del
3-40%.

11.3.1.1.4. Electraforesis capilar

La electroforesis capilar es una técnica que ha experimentado un rapido
desarrollo desde los afios 80, debido a que permite analizar simultineamente
moléculas de distinta naturaleza quimica (vitaminas, azucares, aminoacidos,
péptidos, proteinas, polifencles, etc.) presentes en una misma muestra. En los
alimentos, practicamente todos sus componentes, a excepcion de los lipidos,
se pueden analizar por electroforesis capilar (Cancalon, 1995a, 1995b). Esta
técnica utiliza como soporte un capilar de silice fundido de 50-250 pm de
diametro gue se rellena con un tampon y se somete a un campo eléctrico de
hasta 30 KV. Bajo estas condiciones, los cationes de la muestra migran hacia
el catodo en funcidén de su relacion carga/masa. Ademas, debido a fa presencia
de grupos ionizados en la superficie del capilar se genera un flujo
electroosmotico (EOF), es decir, un desplazamiento del tampén de relleno
hacia el catodo. Como resultado se produce un pico de moléculas neutras que
miigran transportadas por el EOF, mientras que cada molécula negativa se
mueve hacia el catodo a una velocidad determinada por la diferencia entre el
flujo electroosmético vy su atraccion anodica.

La ventaja de este método con respecto a las otras técnicas de analisis
es que permite detectar y cuantificar simultaneamente diferentes moléculas ya
que el equipo esta dotado de un sistema que elimina el tampén de relleno de la
columna y lo reemplaza por otro de forma automatica, permitiendo analizar
fos diferentes componentes de una muestra sin necesidad de incrementar el
numero de manipulaciones. Otras ventajas de este método son la rapidez del
andlisis, que puede efectuarse en menos de 10 minutos, aunque se ha
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establecido un tiempo medio de 20 minutos (solo se requieren intervalos de 3
minutos para el lavado y reequilibrado de la columna, entre dos analisis
consecutivos) y el pequefio volumen de tampon requerido. A pesar de que
inicialmente a esta técnica se le atribuia falta de sensibilidad, este problema se
esta subsanando en la actualidad mediante la introduccion de mejoras en los
sistemas de deteccion.

LeBlanc y col. (1994), utilizaron una técnica de electroforesis capilar
para obtener perfiles especificos de especie a partir de proteinas
sarcoplasmicas de tres especies de bacalao (Gadus morhua, Ophiodon
elongatus 'y Gadus macrocephalus) y del abadejo del norte (Pollachius
virens). El tiempo necesario para Ia separacion de las proteinas fue de 9
minutos a un pH éptimo de 7,4 y utilizando un tampon de elevada fuerza
idnica (Figura 4).

Gallardo y col. (1995), consiguieron identificar ocho especies de
pescados planos utilizando electroforesis capilar. Los extractos acuosos de las
distintas muestras, que contienen las proteinas sarcoplasmicas, se separaban
bajo la accidn de un campo eléctrico y eran detectadas por luz UV en menos
de 35 minutos. Los perfiles de las proteinas resultaron ser especificos para
cada especie.

11.3.1.2. Métodos Cromatograficos

En los ltimos afios se han publicado diversos trabajos que proponen la
identificacion de especies de pescado mediante el analisis cromatografico de
sus proteinas. La técnica mas empleada es la cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) utilizando columnas de fase reversa para la separacién de
proteinas solubles, seguida de la deteccion con luz ultravioleta de los picos
eluidos.

La técnica de HPLC en fase reversa separa las moléculas en funcion de
su hidrofobicidad y es especialmente adecuada para el analisis de proteinas de
bajo peso molecular (< 50 KDa), péptidos, aminoacidos y otros compuestos
organicos de peqnefio tamafio.
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Figura 4. Electroferogramas de los perfiles de proteinas sarcoplasmicas
de bacalao fresco (Gadus morhua, Ophiodon elongatus, Gadus
macrocephalus) y abadejo del norte (Pollachius virens),
obtenidos mediante la técnica de electroforesis capilar
(LeBlanc y col., 1994).
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Osman y col. (1987), aplicaron esta técnica para identificar muestras
pertenecientes a 31 especies de pescado crudo, congelado y tratado por calor,
entre las que se encuentran la trucha arco iris, la caballa, Ia carpa, el bacalao o
el pez espada, entre otros. Con las muestras de pescado fresco y congelado
consiguieron los mismos perfiles especificos para cada especie. Sin embargo,
las mismas muestras de pescado sometidas a diferentes tratamientos térmicos
(100°C 6 121°C durante 5 o 15 minutos) dieron lugar a cromatogramas
significativamente diferentes de los de las muestras de pescado frescas o
congeladas, por lo que esta técnica no resulta adecuada para la 1dentificacion
de muestras de pescado tratadas por calor.

La técnica de HPLC en fase reversa fue utilizada por Armstrong y col.
(1992), para la identificacion de 15 especies de pescado. Los resultados
obtenidos son aplicables para la identificacion de muestras crudas, tratadas
con radiaciones ionizantes, o desecadas a vacio a temperatura ambiente.

1L.3.1.3. Métodos Inmunolégicos

Las técnicas inmunologicas consisten en la visualizacién objetiva de la
reaccion gue tiene lugar entre un antigeno y su correspondiente anticuerpo. La
aplicacion de estas técnicas a la deteccion de plaguicidas, microorganismos,
toxinas y otros componentes de los alimentos, esta adquiriendo cada dia
mayor importancia debido a las ventajas que aportan frente a los métodos
convencionales. Su sensibilidad, especificidad, rapidez y bajo coste las hacen
especialmente dtiles para el analisis de los alimentos (Samarajeewa y col.,
1991).

Las técnicas inmunologicas se diferencian de otras técnicas analiticas
en que la alta tecnologia reside en las moléculas reactivas (anticuerpos) en
lugar de en su soporte instrumental. Las principales ventajas con respecto a
técnicas instrumentales, como las cromatograficas v las electroforéticas,
incluyen la utilizacion de cantidades minimas de muestra, el reducido tiempo
de anilisis y la utilizacion de instrumental poco complejo.

Existen en el mercado y en la bibliografia numerosas aplicaciones de
las técnicas inmunoldégicas para la identificacion y coantificacion de especies
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animales en mezclas carnicas y en productos lacteos, asi como para la
deteccién de proteinas vegetales en alimentos de origen animal (Herdndez y
col., 1994). Sin embargo, las aplicaciones de las técnicas inmunolégicas a la
identificacion de especies de pescado son mas reducidas, quizas debido al
elevado mamero de especies que se comercializan y a su estrecha relacidn
filogenética en algunos casos.

Los métodos inmunoldgicos que se han aplicado a la identificacion de
especies en productos pesqueros incluyen las técnicas de inmunodifusion en
geles de agar, inmunoelectroforesis, técnicas inmunoenzimaticas e
immunodoting.

11.3.1.3.1. Inmunodifusion doble en geles de agar

En esta técnica, el antigeno y el anticuerpo se depositan en los pocillos
cortados en un gel de agar y difunden el uno hacia el otro a través del gel. Si
existe correspondencia entre ellos, forman complejos antigeno-anticuerpo que
precipitan, formando una linea opaca en la region donde se encuentran,

Oberst y col. (1996), utilizaron anticuerpos policlonales frente a
parvoalbiiminas de Tilapia guineensis para diferenciar por la técnica de
inmunodifusién doble en geles de agar y otras técnicas inmunologicas, tres
especies de Tilapia (Tilapia guineensis, Tilapia dageti y Tilapia zilli). A pesar
de que el inmunosuero producia bandas de precipitacion frente a los extractos
proteicos de las tres especies, las bandas producidas se situaban en posiciones
distintas segun la especie de Tilapia, lo que indica que los anticuerpos
reaccionaban con determinantes antigénicos diferentes en cada especie
analizada,

Dominguez y col. (1997), utilizaron la técnica de inmunodifusion doble
para diferenciar filetes frescos de halibut (Hippoglossus hippoglossus) y
lenguado (Solea solea). Los anticuerpos policlonales obtenidos por
inmunizacién de conejos con proteinas solubles del halibut, presentaban
reacciones cruzadas con el extracto proteico del lenguado. Para conseguir
anticuerpos especificos de especie, los anticuerpos responsables de las
reacciones cruzadas se eliminaron por inmunoadsorcion con un polimero
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insoluble de proteinas de lenguado. La inmunoadsorcion consiguid reducir las
reacciones cruzadas, pero también disminuyo el titulo del suero.

I1.3.1.3.2. Inmunoelectroforesis

Esta técnica consiste en separar electroforéticamente en un gel de
agarosa o de acrilamida proteinas presentes en una mezcla compleja.
Posteriormente se corta longitudinalmente en ¢l gel un canal donde se afiade
el anticuerpo. La difusion del antigeno vy el anticuerpo da lugar a la formacién
de tantos arcos de precipitaciéon como reacciones antigeno-anticuerpo distintas
s¢ produzcan.

En 1996, Oberst y col., utilizaron la inmunoelectroforesis para
diferenciar tres especies de Tilapia (T. dageti, 1. guineensis y 1. zillii). Los
resultados obtenidos por inmunoelectroforesis fueron similares a los descritos
en la técnica de inmunodifusion doble, produciendo bandas especificas para
cada especie analizada. El suero obtenido frente a parvoalbuminas de Tilapia
guineensis reaccionaba con las proteinas de las demas especies, aunque no se
observaron las mismas bandas en geles de agarosa que en los de
poliacrilamida. Es decir, parvoalbuminas con propiedades antigénicas
comunes tenian diferente comportamiento electroforético.

11.3.1.3.3. Técnicas inmunoenzimadticas ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

Las técnicas inmunoenzimaticas (ELISA), constituyen en la actualidad
las técnicas inmunolégicas mas ampliamente utilizadas. Estas técnicas
emplean marcadores ¢nzimaticos para la deteccion y amplificacion de las
reacciones antigeno-anticuerpo. Las técnicas de conjugacién para marcar los
antigenos y los anticuerpos con una enzima deben permitir mantener la
actividad tanto de la enzima como del anticuerpo o antigeno conjugados. La
degradacion por la enzima de un sustrato adecuado produce una reaccién
colorimétrica que permite cuantificar las reacciones antigeno-anticuerpo.

El empleo de enzimas como sustancias marcadoras en los
inmunoensayos fue introducido por Engvall y Perlmann (1971). Las enzimas
presentan ciertas ventajas con respecto a otras sustancias marcadoras, como
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son su disponibilidad en formas altamente purificadas, sencillez de manejo,
estabilidad a lo largo del tiempo, bajo coste y facihdad de acoplamiento a las
proteinas. Las enzimas que se utilizan con mayor frecuencia en las técnicas
inmunoenzimaticas son la peroxidasa de rabano y la fosfatasa alcalina. Los
sustratos solubles mas comunes para la peroxidasa son: la o-fenilendiamina
(OPD), el acido sulfonico de la 2,2 azino bis-(3 etil-benzotiazolina) (ABTS) y
la tetrametilbenzidina (TMB). EI sustrato soluble mas usado para la fosfatasa
alcalina es el p-nitrofenil fosfato (pNPP).

En las técnicas de ELISA, uno de los dos elementos de la reaccion
inmunolégica (antigeno o amticuerpo), se une por enlaces hidrofobicos o
enlaces covalentes a una fase solida (poliestireno, polivimlo, nylon, vidrio,
nitrocelulosa, silice, poliacrilamida o agarosa). Cuando se emplea agarosa o
poliacrilamida como fase solida, la separacion entre los complejos antigeno-
anticuerpo y los antigenos y anticuerpos libres, se realiza por filtracion o
centrifugacién. Cuando la fase solida es una membrana de nitrocelulosa o
nylon hablamos del immunodoting. El formato de fase solida que se ha
empleado con mayor frecuencia es una placa de poliestireno de 96 pocillos.
En este caso, la separacion entre los complejos antigeno-anticuerpo y los
antigenos y anticuerpos libres se realiza por lavados sucesivos.

Diversos factores determinan el formato de ELISA mas apropiado para
el desarrollo de una aplicacion especifica. Estos incluyen: la muestra objeto
del analisis (tipo y cantidad), el tiempo disponible para efectuar cada
determinacion, el grado de exactitud requenido y los medios materiales y
humanos disponibles (infragstructura, equipos de analisis y especializacion de
los técnicos).

Los formatos de ELISA pueden ser competitivos, cuando se utilizan
cantidades himitadas de antigeno o anticuerpo, o no competitivos, cuando los
anticuerpos o los antigenos se incorporan en exceso {Gosling, 1990). Los
formatos de ELISA mas utilizados son el ELISA indirecto, el ELISA
competitivo y el ELISA sandwich.

La técnica del immunodoting es una técnica inmunoenzimatica
cualitativa que utiliza como soporte una membrana, generalmente de
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nitrocelulosa. Los extractos antigénicos que se desean analizar se depositan en
]la membrana en forma de gota y, tras un periodo de incubacion y un lavado
para eliminar el exceso de antigeno, se afiade el suero especifico. A
continuacion, se lava la membrana para eliminar los anticuerpos no unidos a
los antigenos y se incorpora un segundo anticuerpo que reconoce como
antigeno al anterior v que esta conjugado con una enzima. Cuando se afiade el
sustrato, que en este caso debe producir un precipitado de color al ser
degradado por la enzima, se aprecia una mancha coloreada en los lugares en
que se ha producido la reaccion antigeno-anticuerpo.

En los ultimos afios se han publicado varios trabajos que utilizan las
técnicas inmunoenzimaticas para la identificacion de especies en productos de
la pesca y sus derivados, aunque su nimero es muy inferior a los que se
refieren a productos camicos y lacteos (Hernandez y col., 1994; Anguita y
col,, 1997; Haza y col., 1997). En algunos casos se utilizan anticuerpos
policlonales obtenidos frente a proteinas solubles en estado nativo o
desnaturalizadas por calor, mientras que en otros casos se utilizan anticuerpos
monoclonales frente a proteinas especificas.

Lundstrom (1984), utilizd anticuerpos monoclonales frente a las
proteinas solubles extraidas de pescados tratados por calor. Sin embargo, los
anticuerpos obtenidos mostraban reacciones cruzadas con numerosas especies
de pescado.

An vy col. (1990), obtuvieron anticuerpos monoclonales frente a una
proteina termoestable especifica del langostino de roca (Sicyonia brevirostris)
denominada proteina M. Utilizando estos anticuerpos y las técnicas de ELISA
¢ immunodoting diferenciaron ¢l langostino de roca de otros 23 productos
entre los que se incluian carnes, pescados y mariscos frescos vy
desnaturalizados por el calor. La técnica de ELISA desarrollada permitié
detectar hasta 4,3 ng de las proteinas del langostino de roca en mezclas con
productos marinos y camicos. Verrez-Bagnis v Escriche-Roberto (1993),
abordaron la deteccion de carne de cangrejo (Chinoecetes opilio) en derivados
del surimi. Estas investigadoras obtuvieron anticuerpos policlonales utilizando
como inmunoégeno una proteina comercial punificada, la arginina quinasa de la
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langosta, que se encuentra en los tejidos de los invertebrados y no en los
vertebrados. Los anticuerpos obtenidos reconocian a las muestras de carne de
cangrejo; sin embargo dieron una respuesta muy débil frente a los extractos de
moluscos analizados (vieira, Pecten maximus;, calamar, Omnastrephes
sagittatus y lapa, Patella vulgata). Al analizar muestras de surimi que no
contenian cangrejo, obtuvieron resultados negativos, mientras que en
preparaciones de surimi suplementadas con carne de cangrejo existia una
correlacion entre la cantidad de cangrejo afiadido y el nivel de respuesta
inmunoldgica obtenido. La sensibilidad de las técnicas de ELISA indirecto y
de immumodoting desarrolladas en dicho trabajo permitia detectar de 10-25 g
de came de cangrejo por kilogramo de producto, incluso después de un
proceso de esterilizacion térmica.

La utilizacién de proteinas especificas como inmunogeno para la
obtencion de anticuerpos monoclonales fue utilizada por Huang y col. (1995),
para identificar especies del género Lutjanus en mezclas con otros pescados,
mariscos y cames. Estos investigadores obtuvieron dos anticuerpos
monoclonales frente a la proteina o de Lutjanus campechanus. El anticuerpo
C1C1 mostré reacciones cruzadas con otras especies del género Lutjanus pero
no frente a otros géneros, por lo que se utilizd para desarrollar técnicas de
ELISA e immunodoting para diferenciar este género de otras 36 especies de
peces y de animales de abasto. Fl otro amticuerpo monoclonal, C2A2, no
presento reactividad cruzada con el resto de las especies de Lutjanus y se
utilizé para diferenciar Lutjanus campechanus de las otras cuatro especies del
género analizadas.

Taylor y col. (1994a), trataron de identificar mediante técnicas de
ELISA indirecto y competitivo varias especies de pescado en productos
enlatados. En este estudio obtuvieron anticuerpos policlonales frente a
extractos de proteinas solubles de sardinas (Clupea pilchardus) enlatadas,
para diferenciarias de otras especies como ¢l arenque (Clupea harengus) o la
caballa (Scomber scombrus). Las reacciones cruzadas de los inmunosueros
con otras especies se redujeron considerablemente mediante inmunoadsorcion

de los anticuerpos con extractos antigénicos de las especies de interés. Sin
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embargo, estos investigadores no consiguieron diferenciar el bonito de varias
especies de tanidos, debido a que las reacciones cruzadas de los inmunosueros
obtenidos eran demasiado intensas y no se eliminaban por immunoadsorcion.

Dominguez y col. (1997), aplicaron la técnica de immunodoting para
detectar la sustitucion de halibut por filetes de lenguado y para diferenciar
entre bacalao ahumado y anguila ahumada (4dnguilla anguilla). Para ello,
utilizaron inmunosueros obtemdos frente a proteinas hidrosolubles de halibut
crudo y de bacalao ahumado. El inmunosuero frente a las proteinas del
bacalao no mostr6 reacciones cruzadas con las proteinas de la anguila. Por el
contrario, el inmunosuero obtenido frente a las proteinas del halibut reconocia
también a las proteinas de lenguado. Las reacciones cruzadas se eliminaron
mediante adsorcion del inmunosuero anti-halibut con proteinas de lenguado.

11.3.2. METODOS GENETICQOS

El avance experimentado en las altimas décadas por las técnicas de
biologia molecular ha permitido analizar las secuencias de nucledtidos de los
acidos nucleicos de diferentes organismos e identificar marcadores genéticos
que permitieran estudiar la evolucién y las migraciones de determinadas
especies marinas. El disefio de estos marcadores genéticos se ha basado en el
analisis del ADN, primero en el mitocondrial (ADNmt) y posteriormente en el
nuclear (ADNn). Algunas de las principales ventajas de la utilizaciéon de
matrcadores genéticos en la identificacion de especies son:

o La cantidad de muestra requerida para el analisis es minima. Para obtener
una cantidad suficiente de ADN de elevado peso molecular se necesitan
aproximadamente 100 mg de tejido (higado, musculo esquelético, sangre,
etc.), cantidad pequeiia si la comparamos con la necesaria para extraer
proteinas.

e El ADN es el mismo en todas las células de un organismo, mientras que
las proteinas pueden variar de una muestra a otra.

¢ Existen numerosos marcadores genéticos potenciales.
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e Se pueden identificar mutaciones que no conllevan cambios en la
movilidad electroforética de las proteinas y que, en consecuencia, no
podrian ponerse de manifiesto mediante el analisis electroforético de las
mismas.

e FEI ADN es una molécula muy estable, hasta el punto de que se pueden
extraer fragmentos especificos de especie a partir de muestras de tejidos de
animales desaparecidos, procedentes de museos (Padbo y col., 1988,
1989).

La informacion genética disponible sobre los organismos acuiticos es
muy escasa Si s¢ compara con la contenida en las bases de datos sobre el
hombre u otros animales superiores. Sin embargo, en ¢l caso de peces como ¢l
atan (Thunnus thynnus) o el salmén se dispone de abundante informacion,
debido a su interés filogenético y comercial (Bartlett y Davidson, 1991, 1992;
Block y col., 1993; Camegie, 1994; Russell y Carnegie, 1994; Chow y
Ushiama, 1995; Alvarado Bremer y col., 1997, Mjolnered y col., 1997,
Hansen y Mensberg, 1998; Quinteiro y col., 1998; Pérez y col., 1999).

El genoma mitocondrial

El ADN mitocondrial (ADNmt) presenta varias diferencias con el ADN
nuclear (ADNn) que resultan intercsantes para el estudio de la evolucion de
las especies. Algunas de sus caracteristicas mas relevantes son:

e Es mucho mas pequefio que el ADN nuclear (aproximadamente cinco
ordenes de magnitud).

¢ Evoluciona mas rapidamente.

¢ (Cada célula contiene muchas copias del ADNmt (frente a una o dos copias
del ADNn).

e No contiene Intrones.

¢ El ADNmt animal es haploide y no recombinante (Horak y col., 1974). Su
transmision a la descendencia se realiza exclusivamente por via materna,
por lo que en cada célula se encuentra un Unico tipo de ADN mitocondrial,
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aunque existen casos de heteroplasmia (presencia de mas de un tipo de
ADNmt en una célula} (Hoeh y col., 1991).

E} genoma mitocondrial de los animales consiste en una molécula de
ADN pequefia, de doble cadena y circular (excepto en Hydra y en
Paramecium que es lineal) de la que se encuentran multiples copias en cada
mitocondria. E! tamafio del genoma mitocondrial animal es de
aproximadamente 16.500 X 500 pares de bases (pb), y aunque su tamafio no
sigue una distribucién filogenética determinada, suele ser algo menor en los
vertebrados (Brown, 1985). Por el momento son escasos los animales de los
que se ha secuenciado el ADN mitocondrial completo. De ellos, el genoma
mitocondrial de mayor tamafio que se ha encontrado es el de la vieira, Pecien
maximus (> 39,3 Kpb) que ademds presenta gran variabilidad intraespecifica.
En los peces, las diferencias en el tamafio dentro de una misma especie
pueden ser tan grandes como entre especies distintas (Moritz y col., 1987).

El ADN mitocondrial de los animales comprende 13 genes que
codifican proteinas, 2 genes que codifican ARNs ribosémicos (los genes 128
y 168 ARNr), 22 genes que codifican ARNs de transferencia y una region que
no codifica proteinas, denominada region control en los vertebrados, en la que
se encuentran los lugares de iniciacion para la replicacion del ADNmt y para
la transcripcion del ARN (Figura 5).

Los genes mitocondniales codifican enzimas que intervienen en la
cadena transportadora de electrones. Se incluyen siete subunidades de NADH
deshidrogenasa (ND1, 2, 3, 4, 4L, 5, 6), el citocromo b, tres sabunidades de la
citocromo oxidasa (CO 1, 1L, II) v dos subunidades de la ATP sintetasa
(ATPasa 6 y 8), aunque en algunas ocasiones el gen ATPasa 8 no esta
presente. El resto de las proteinas necesarias para el funcionamiento
bioquimico de la mitocondria proceden del citoplasma celular.
Aparentemente, el genoma mitocondrial actual es el resultado de una
simplificacién del ADN mitocondrial primitivo, mas complejo, a partir del
cual se ha producido una transferencia progresiva de genes al nacleo celular.

Las dos cadenas del genoma mitocondrial se denominan “L” (ligera) y
“H” (pesada). Estos nombres se deben a las marcadas diferencias existentes en
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mitocondrial
de los peces

Figura 5. ADN mitocondnial de los peces. Se indican los origenes de
replicacion de las cadenas H- y L-. El origen de replicacion de la
cadena H se encuentra en la region de control, el de la L en el
grupo de genes YCNAW del ARNt Los genes del ARN de
transferencia se muestran en color azul. La mayoria de los genes
del ARNt y todas las proteinas, excepto la ND6, estan codificados
en la cadena H, los que se codifican por la cadena L se muestran en
la parte externa del circulo (Meyer, 1993).
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el contenido de G+T de las dos hebras del ADNmt de los vertebrados, que
determinan un comportamiento diferente de ambas cadenas en los gradientes
de CsCly. De los 37 genes estructurales que comprende el ADNmt de los
vertebrados, solo la proteina ND 6 y ocho ARN, estan codificados por la
cadena ligera, mientras que el resto se codifican en la cadena pesada.

Inicialmente se pensé que el ADNmt era una molécula muy
conservada, puesto que codifica proteinas que desempefian funciones
cruciales en el metabolismo celular. Sin embargo, se ha comprobado que la
evolucion en el ADNmt es mucho mas rapida que en el nuclear. La
divergencia en posiciones silentes de los genes mitocondriales que codifican
proteinas es de aproximadamente un 10% cada millén de aiios, diez veces mas
que en los genes nucleares que codifican proteinas. La tasa media de
evolucion del ADNmt completo es de 0,5-1% cada milldn de afios. La tasa de
sustituciones silentes, principalmente transiciones (cambios de una purina por
otra ¢ de una pirimidina por otra) es de 4-6 veces mayor que la de
sustituciones que determinan cambios de aminoacidos. Sin embargo, si en las
especies estrechamente relacionadas solo se ftienen en cuenta las
transversiones (cambios de una purina por pirimidina o viceversa) ignorando
las transiciones, 1a tasa de evolucion del ADNmt es similar a la del nuclear,
No todos los genes mitocondriales acumulan mutaciones con la misma
velocidad. Genes que codifican proteinas, como COI, II, Il y citocromo b
evolucionan mas lentamente y en ellos las transiciones son mucho mas
frecuentes que las transversiones. En los genes que codifican proteinas son
muy poco frecuentes las deleciones y adiciones de nucledtidos, que abundan
mas en la region de control y en los espacios intergénicos, aunque también se
encuentran en los genes gue codifican los ARN de transferencia y ARN
ribosémicos.

Conviene sefialar que el codigo genético mitocondrial es mas
degenerado que el codigo genético universal del nicleo de las células
eucariotas. Ademas, el codigo genético mitocondrial no es idéntico en todas
las especies sino que existen ligeras diferencias entre vertebrados,
equinodermos y Drosophila, por ejemplo. Las diferencias mas notables entre
los codigos genéticos mitocondrial y nuclear de los vertebrados, incluyen la
utilizacion del codon TGA como triptofano en lugar de ser coddén de
terminacion y la utilizacién de ATA como metionina en lugar de isoleucina
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(Meyer, 1993). Asimismo, es frecuente que algunos genes mitocondriales
carezcan de un codén de termipacién completo (por ejemplo TAA) y terminan
simplemente en T o en TA. Este cddigo genético simplificado requiere la
presencia de un namero menor de tipos de ARNt. De hecho, normalmente se
suelen encontrar sélo 22 tipos de ARNt en la mitocondria en lugar de los 24
que serian precisos, fo cual puede deberse a que los codones AGA/G no se
utilizan como arginina sino como codones de terminacion en los mamiferos y
en los anfibios.

La secuencia mas completa de ADN mitocondrial de peces de que se
dispone es del bacalao (Johansen y col., 1990) y de la trucha arco iris (ndmero
de acceso L29771, Genbank), El orden en que se encuentran los genes del
ADNmt del bacalao coincide con el de los demds vertebrados. De forma
similar sucede en el salmon atlantico, como comprobaron Davidson y col.
(1989), que construyeron un mapa de su ADN mitocondrial mediante el
analisis de los fragmentos obtenidos con enzimas de restriccion. Conclusiones
similares se pueden extraer de los estudios de restriccion y secuenciacion
parcial realizados en carpas (Araya y col, 1984) y en especies de
Oncorhynchus (Thomas y Beckenbach, 1989). Estos y otros estudios hacen
pensar que la estructura del genoma mitocondrial de tos peces no difiere de la
estructura consenso de los vertebrados (Araya y col., 1984; Moritz y col,
1987).

El orden de los genes mitocondriales varia ligeramente entre los
vertebrados, aunque las diferencias mas comunes se deben a transposiciones
de los genes que codifican los ARNt. La distribucioén de los genes ARNt entre
los genes que codifican proteinas sugiere que su estructura secundaria actua
como 81 fueran signos de puntuacion durante la transcripcion. De hecho,
cuando dos genes que codifican proteinas son contiguos y no separados por
ARNt (como ocurre entre los genes ATPasa 6 — COIl), en la zona de unién
de ambos genes existe una region que puede formar una estructura secundaria
estable de horquilia, similar a la estructura secundaria de bucles que posee el
ARNt (Thomas y Beckenbach, 1989).
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Métodos para el andlisis del ADN

Son dos las principales estrategias que se pueden seguir para la
caracterizacion e identificacion del ADN. Una posibilidad es la hibridacion
del ADN aislado con sondas de ADN que incluyen secuencias diana
especificas de la especie objeto de estudio. Los métodos de amplificacion
enzimaticos, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), también
estan basados en la hibridacién del ADN con sondas especificas, aunque se
diferencian de los primeros en que se utiliza mas de una sonda y en que
permiten mejorar la especificidad y sensibilidad de los ensayos.

El analisis de los fragmentos de ADN amplificados o no, se puede
completar con la secuenciacion de Ia cadena de nucledtidos y su comparacion
con las secuencias disponibles en las bases de datos para comprobar su
identidad. Este método es caro y laborioso. Para ello se suelen utilizar genes
que codifican proteinas, aunque solo el 1% del genoma de los mamiferos
cumple este requisito.

El analisis de regiones del ADN que no codifican proteinas ofiece otras
posibilidades, como la identificacion de elementos repetitivos especificos o el
estudio del polimorfismo del ADN amplificado al azar (RAPD), que estan
experimentando un gran auge en los ltimos afios (Williams y col., 1990,
O'Reilly y Wrigth, 1995; Bielawski y Pumo, 1997; Goodier y Davidson,
1998; Koh y col., 1998; Naish y Skibinski, 1998),

11.3.2.1. Estudios de hibridacion

Existen varias formas de analizar las diferencias entre las secuerncias de
nucledtidos de varias especies. Una de ellas se basa en el principio de la
hibridacién, donde una secuencia predeterminada se utiliza como sonda para
encontrar la misma secuencia en muestras problema.

Una sonda de ADN es una secuencia corta de nucle6tidos que se une a
regiones complementarias de un blanco o diana, permitiendo localizar una
secuencia homodloga de ADN en wuna muestra compleja. La
complementariedad entre los nucleétidos determina la hibridacién de una
sonda con su ADN especifico. Para desarrollar una sonda de ADN es



Introduccion 49

necesario identificar una secuencia especifica de nucledtidos, aislaria,
reproducirla y marcarla con un compuesto que permita determinar si ha tenido
lugar 1a hibridaciéon con €l ADN diana (Tenover, 1988). Los marcadores mas

1 y ¥C, aunque también

utilizados son los radioisétopos P, S, °H,
pueden emplearse enzimas como la peroxidasa de rdbano, la fosfatasa
alcalina, compuestos fluorescentes, el complejo avidina-biotina o el hapteno

digoxigenina (Dovey y Towner, 1989).
Las sondas génicas pueden obtenerse por varios procedimientos:

¢ Mediante sintesis quimica de los oligonucleétidos, para lo cual es
necesario conocer la secuencia de nucleétidos del ADN del organismo a
mvestigar.

e Extrayendo ¢l ADN de las células y fragmentandolo con enzimas de
restriccion, para que al menos aiguno de ellos contenga la secuencia de
bases que le confiera especificidad.

A continuacién, y con el fin de reproducir esa secuencia, se insertan los
fragmentos en un vector plasmidico que favorezca la clonacion y propagacion.
Después de otro tratamiento con endonucleasas y de la separacién de los
fragmentos por electroforesis, éstos se marcan en un extremo (marcaje
terminal) o a lo largo de toda la cadenma con la molécula elegida. la
hibridacion de la sonda marcada con un ADN problema se pone de manifiesto
por auto-radiografia, colorimetria o deteccion de fluorescencia, dependiendo
del compuesto empleado como marcaje (Leighton-Jones, 1991; Wolcott,
1991).

Para la identificacion de especies se pueden utilizar como sondas,
secuencias de nucledtidos especificas de especie. Sin embargo, lo mas sencillo
es utilizar como sonda ADN nuclear total de la especie de referencia, marcado
con un compuesto adecuado (radicactivo o no). El ADN de las muestras
problema, desnaturalizado por calor o por tratamiento alcalino, se fija a una
membrana de nylon y se incuba con la sonda. La sonda marcada se unira
solamente al ADN de las muestras problema que reconozca como
complemetario. Esta técnica, denominada dot blot, se ha utilizado para la
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identificacion de carnes de cerdo, vacuno, cabra, oveja y pollo, tanto crudas
como sometidas a tratamiento térmico (Chikuni y col., 1990; Winter¢ y col,,
1990; Ebbeh¢j v Thomsen, 1991a, 1991b). Sin embargo, la presencia de
reacciones cruzadas de las sondas con el ADN de especies muy cercanas
filogenéticamente (como ocurre entre los rumiantes), puede limitar la
aplicacion de esta técnica. Cuando no se producen reacciones cruzadas, los
limites de deteccién pueden llegar al 0,1% de la especie analizada en mezclas
con otras especies, aunque por lo general no es posible {a cuantificacion. Una
de las ventajas de esta técnica es que es muy sencilla y no requiere el
conocimiento de ninguna secuencia en particular de la especie analizada.

Winter¢ y col. (1990), compararon cuatro métodos para detectar carne
de cerdo en mezclas de carne cruda de cerdo y vaca: hibridacion del ADN
(dot blof), inmunodifusién, inmunoelectroforesis en contracorriente ¢
isoelectroenfoque. Utilizando Ia hibridacion del ADN genémico total,
detectaron hasta el 0,5% de cerdo crudo en mezclas con vaca. La senstbilidad
para detectar came de cerdo fue del 0,4% en la inmunoelectroforesis a
contracommente, del 1% con la inmunodifusion y del 5% con el
1soelectroenfoque.

Otra de las técnicas de hibndacion con sondas de ADN que se ha
utilizado para la identificacion de especies y para estudios filogenéticos y de
poblaciones es la denominada southern blot. Esta técnica se aplica
principalmente al estudio del ADN mitocondrial v comprende varias etapas.
En primer lugar se aisla el ADNmt de 1a muestra y se fragmenta utilizando
enzimas de restriccion. Los fragmentos de ADN obtenidos se separan
electroforéticamente en geles de agarosa y a continuacion se transfieren a una
membrana de nylon. Seguidamente se sumerge Ja membrana en una solucion
de hibridacion que contiene una sonda de ADNmt especifica de la especie
objeto de andlisis. La sonda hibrida en los lugares de la membrana donde se
encuentre su secuencia complementaria, los cuales se visualizan por auto-
radiografia. La posicion de las bandas obtenidas produce perfiles especificos
que permiten identificar la especie o poblacion de procedencia de las muestras
por comiparacion con patrones adecuados (Figura 6).
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Figura 6. Técnicas de hibridacion del ADN. El ADN extraido se puede
analizar conforme a dos estrategias diferentes: (A) La técnica de
dot blor aprovecha las diferencias en ¢l ADN nuclear para
diferenciar especies. (B) En la técnica de southern blot las enzimas
de restriccidon reconocen y cortan secuencias de la molécula de
ADN. Si las secuencias difieren entre las muestras, los fragmentos
resultantes difieren en longitud y se separan por electroforesis. Las
secuencias especificas de especie se visualizan mediante
hibridacién de las bandas electroforéticas con sondas de ADN.
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Las enzimas de restriccion son endonucleasas que cortan enlaces
fosfodiéster de secuencias especificas de la molécula de ADN, originando
fragmentos de diversos tamafios que se separan por electroforesis. Se conocen
mas de cien enzimas de restriccion, y cada una de ellas reconoce una
secuencia de cuatro a ocho nucledtidos de longitud y corta 1a doble cadena de
ADN de una forma determinada. Las enzimas de restriccion que cortan las dos
cadenas del ADN en la misma posicion, como la Hae IlI, producen bordes
romos, mientras que las que cortan las dos cadenas de ADN en puntos
distintos, como la Hind 11, originan fragmentos de ADN con extremos
cohesivos. El ntimero y posicion de los lugares de restriccion depende de la
secuencia de nucleotidos de 1la molécula de ADN. Por lo tanto, ¢l nimero y
tamafio de los fragmentos generados reflejan la mayor o menor actividad de
las endonucleasas en el genoma celular, y permiten poner de manifiesto
mutaciones en determinadas posiciones de la secuencia de nucledtidos. Tales
diferencias se conocen como polimorfismo en la longitud de los fragmentos
de restriccion (Restriction Fragment Length Polymorphism) y puede resultar
muy util para diferenciar especies.

El polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restniccion (RFLP)
del ADN mitocondrial se puede poner de manifiesto utilizando la técnica de
southern blot o bien, marcando directamente con fosforo radioactivo (°P) los
fragmentos de ADN antes de proceder a su separacion electroforética. Estas
técnicas se han utilizado para estudiar la variabilidad genética de poblaciones
de peces de una misma especie en funcion de su procedencia geografica. En
este sentido, mediante el estudio del RFLP se pueden diferenciar las
poblaciones de salmon atlantico euwropeas de las norteamericanas
(Bermingham y col., 1991) y las anadromas de las no anadromas (Palva y
col., 1989). También, mediante RFLP se ha estudiado la vanabilidad genética
de las poblaciones de trucha de rio irlandesas (McVeigh y col., 1995) y
gaiesas (Bembo y col., 1994) y de Ias truchas de lagos canadienses (Grewe y
col., 1993; Komfield y Kircheis, 1994), entre otras especies (Guénette y col.,
1993; Vourinen y col., 1993; Wirgin y col., 1993).
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11.3.2.2. Reaccion en cadena de Ia polimerasa (PCR)

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), fue ideada
por Kary Mullis a mediados de la década de tos ochenta (Saiki y col., 1985) y,
al ignal que la secuenciacion del ADN, ha revolucionado la genética
molecular haciendo posible un acercamiento novedoso al estudio y andlisis de
los genes. Esta técnica permite producir un gran namero de copias de una
secuencia especifica de ADN sin recurrir a la clonacion.

La reaccion de PCR se basa en la repeticion ciclica de tres etapas (Figura
7):

1. Desnaturalizacion del ADN de doble cadena presente en la muestra para
separar las dos cadenas. La desnaturalizacién se consigue aplicando
temperaturas superiores a 90°C.

2. Union especifica de los cebadores (oligonucledtidos sintéticos) a las
cadenas sencillas mediante complementariedad de bases. Se deben emplear
al menos dos cebadores que, tras unirse cada uno a una cadena diferente,
delimiten la secuencia diana que se pretende amplificar. La temperatura a
la que se realiza la union (Tm) es critica para controlar la especificidad de
la reaccion y depende, exciusivamente, de la composicion de bases de los
cebadores. Aunque existen programas informaticos que calculan la
temperatura de union de los cebadores, la formula Tm=[2(A+T)+4(G+C)] -
5 esta muy difundida en los laboratorios de genética. Cuando los cebadores
empleados en una misma reaccion poseen Tm diferentes, siempre se aplica
la temperatura inferior.

3. Extension de la cadena de ADN copia a partir de los cebadores mediante
la enzima ADN polimerasa. La polimerasa inicia su actividad tras
reconocer la umién de los cebadores a las cadenas de ADN de la muestra.

Inicialmente, la polimerasa que se empleaba procedia de Escherichia
coli (Saiki y col., 1985), pero se desnaturalizaba cuando se sometia a 92°C
durante la primera etapa de cada ciclo y, por lo tanto, habia que reponerla al
inicto de cada fase de extension, impidiendo la automatizacién del proceso.
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Figura 7. Esquema de 1a reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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La introduccion de una enzima termoestable, la Tag polimerasa (Saiki y col.,,
1988), junto con el disefio de termocicladores, propiciaron el empleo rutinario
de la técnica de PCR en los laboratorios al permitir su completa
automatizacion. La Tag polimerasa procede de un microorganismo, 7hermus
aquaticus, cuyo medio natural son las aguas termales y géiseres y, por lo
tanto, poseedor de una ADN polimerasa que resiste temperaturas por encima
de los 90°C alcanzados durante la fase de desnaturalizacion. La actividad de la
ADN polimerasa requiere la presencia de magnesio, siendo la concentracién
de este 16n un pardmetro fundamental para la optimizacion de la reaccion. La
temperatura a la que ejerce su accién se sitia en torno a 72°C. Actualmente
existen otras ADN polimerasas termoestables ademas de la 7ag polimerasa.

Después de cada ciclo se obtiene como resultado la duplicacion de la
secuencia de ADN diana delimitada por la pareja de cebadores especificos.
Dado que las nuevas copias también sirven como patrones en los ciclos
subsiguientes, la cantidad de ADN generado se incrementa exponencialmente.
El resultado neto de la reaccion en cadena de la polimerasa es que al final de
“n” ciclos, la reaccién contiene una cantidad tedrica de 2" moléculas de ADN
bicatenario que son copia de la secuencia del ADN comprendido entre los
cebadores. Un proceso de amplificacion de entre 20 y 40 ciclos, amplificara
un millén de veces, como minimo, el niimero de copias del fragmento de
ADN diana que exista en la muestra original. Los fragmentos amplificados se
detectan facilmente mediante electroforesis en geles de agarosa y tincion con
bromuro de etidio. El bromuro de etidio es un compuesto fluorescente que se
intercala entre los pares de bases adyacentes del ADN, permitiendo su
visualizacién cuando se ilumina con luz ultravioleta. Cuando los fragmentos
esperados son de un tamafio muy pequefio también se pueden emplear geles
de poliacrilamida.

Actualmente, ademas de la técnica de PCR clasica, existen otras
modalidades de PCR (PCR anidada, PCR multiple, RT-PCR), asociaciones de
PCR con otras técnicas (PCR-RFLP, PCR-RAPD, PCR-SSCP) y, finalmente,
técnicas de amplificacion distintas del PCR (LCR, 3SR, Q). Todas ellas han
sido objeto de multiples revisiones (Wolcott, 1991; Hill, 1996).
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Un factor clave para la expansion de las técnicas de PCR ha sido la
creciente disponibilidad de cebadores especificos, posibilitada por los avances
en las técnicas de secuenciacion de acidos nucleicos, que han permitido
conocer las secuencias de un niumero considerable de genes, y por otra parte,
¢l desarrollo de equipos y reactivos para la sintesis rapida y economica de
oligonucledtidos.

Es posible que no conozcamos la secuencia de nucleotidos del gen que
nos interesa, pero si la secuencia de aminoacidos de la proteina que codifica
dicho gen. En estos casos se pueden disefiar cebadores que amplifiquen el gen
basandonos en el empleo de codones de la especie que estamos estudiando y
en posibles homologias con genes similares que hayan sido secuenciados en
otras especies. Como es sabido, diferentes codones pueden codificar un
mismo aminoacido. Por ello, si al sintetizar un cebador existen dudas sobre la
identidad de una base debido a la presencia de un codén ambiguo, dicha base
puede ser sustitmida por desoxinosina (dI). La dI actiia como un espaciador
que tolera cualquier otro nucleétido en la cadena complementaria. Asimismo,
se pueden emplear cebadores degenerados, esto es, una mezcla de cebadores
que comprenden las distintas combinaciones de bases que pueden ocurrir en
las posiciones de los codones ambiguos.

La manipulacién de los reactivos empleados en la técnica PCR debe ser
extremadamente cuidadosa, ya que si se contaminan con ADN extrafio (por
ejemplo, procedente de amplificaciones previas) se pueden producir falsos
positivos, Para evitarlo, se deben distribuir todos los reactivos en alicuotas,
separar en la medida de lo posible la zona de preparacion de las muestras de
la de procesado, y disponer de¢ un equipo (termociclador, pipetas, etc.)
exclusivamente dedicado a esta técnica.

Tras realizar Ia técnica de PCR vy visualizar los resultados, la presencia
de amplicones del tamaiio esperado se suele considerar la prueba de un
resultado positivo. Sin embargo, para tener una certeza absoluta, la identidad
del fragmento amplificado deberia ser confirmada mediante hibridacién con
una sonda especifica, digestién con enzimas de restriccion o secuenciacion.
En el caso de la identificacion de especies, la asociacion de la técnica de PCR
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con otras técnicas (secuenciacién, RFLP, SSCP, etc.) tiene ademas como
objetivo discriminar secuencias de nucledtidos muy semejantes, sobre todo
cuando se trata de especies muy relacionadas filogenéticamente (Bossier,
1999),

Las posibilidades de aplicacion de la reaccién en cadena de polimerasa
al analisis de los alimentos no se limitan a la identificacién de especies en
productos de origen animal. Otras posibles aplicaciones incluyen, por
ejemplo, la deteccion de trigo en alimentos para celiacos (Allmann y col,,
1992), deteccién de microorganismos patégenos (Hill, 1996; Hotzel y col.,
1996; Simon y col, 1996; Wang y col, 1997), enumeracion de
microorganismos alterantes (Earnshaw y Gidley, 1992; Gutiérrez y col,
1997), deteccion de alimentos e ingredientes alimentarios modificados
genéticamente (Du y col., 1992; Padegimas y col., 1993; Meyer, 1995; Gachet
y col., 1999), etc. La aplicacion rutinaria de estas técnicas se extendera, con
mayor 0 menor rapidez, dependiendo del desarroiio de métodos sencillos para
extraer el ADN del alimento y para ecliminar las posibles sustancias
inhibidoras presentes en las muestras.

11.3.2.2.1. Secuenciacion de fragmentos de ADN amplificados por PCR

Mediante la secuenciacion de fragmentos de genes especificos se
pueden diferenciar especies muy cercanas. El procedimiento consiste en que
un fragmento de un gen, por ejemplo el citocromo b, se amplifica por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para obtener suficiente ADN y
posteriormente se secuencia. Para seleccionar adecuadamente el gen que se
debe amplificar conviene tener en cuenta varias premisas: la region del
genoma que se¢ va a amplificar debe acumular mutaciones con suficiente
rapidez para que organismos estrechamente relacionados tengan diferentes
secuencias de nucledtidos, pero con suficiente lentitud para que la varacion
intraespecifica no sea importante; ademas, el tamafio del segmento de ADN ha
de ser lo bastante largo para detectar diferencias de secuencia entre especies
proximas, pero suficientemente corto para poder secuenciarla en un gel
estandar de secuenciacion. Generalmente conviene seleccionar una region de
un gen que codifique una proteina, porque los errores de amplificacion y/o
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secuenciacion pueden detectarse traduciendo la secuencia de nucleotidos y
comparandola con la secuencia de aminodcidos conocida del gen.

El analisis de las secuencias obtenidas permite identificar diferencias
interespecificas que permitan distinguir especies filogenéticamente cercanas.
La valoracion de tales diferencias suele requerir la utilizacién de programas
informaticos complejos. En cualquier caso, la secuenciacién es una técnica
cara y requiere personal especializado para lfevarla a cabo, por lo que en la
identificacién de especies se buscan técnicas alternativas mds baratas y
sencillas.

Uno de los genes que se han utilizado con mayor frecuencia para la
diferenciacién de especies es el gen mitocondrial del citocromo b.
Actualmente se dispone de la secuencia total o parcial de este gen en
numerosas especies animales (Kocher y col., 1989; Irwin y col., 1991), desde
insectos hasta la especie humana, pasando por la mayoria de los animales de
abasto (Chikuni y col, 1994) y diversas especies de peces (Bartlett y
Davidson, 1991; Ram y col., 1996, Arnason y col., 1998; Quinteiro y col.,
1998).

La secuencia de aminoacidos del citocromo b estd muy conservada,
pero como los aminoacidos pueden ser codificados por dos o mas codones
distintos, los genes del citocromo 4 difieren en algunos nucledtidos incluso en
especies estrechamente relacionadas. Estudios infra- e interespecificos
muestran que la variacion dentro de una especie es menor que entre especies.
Por otra parte, Kocher y col. (1989), observaron que un solo par de cebadores
permite amplificar un segmento de 309 pb de este gen en la mayoria de los
vertebrados.

Ademas del gen citocromo & se han utilizado otros fragmentos del
genoma mitocondrial para la diferenciacién de especies de pescado, como los
genes de los ARN ribosomicos 125 y 16S {DeSalle y Birstein, 1996),
subunidades de la NADH deshidrogenasa (Cronin y col., 1991) y la region de
control (Nielsen y col., 1994; Alvarado-Bremer y col., 1997).
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Si bien la mayoria de los estudios filogenéticos y de diferenciacién de
especies se han basado en la secuenciacion y comparacion del ADN
mitocondrial, la bibliografia recoge algunos estudios basados en genes
nucleares que conviene sefialar. Este es el caso de los genes de la hormona del
crecimiento (GH), que han servido de base para el estudio de las relaciones
filogenéticas y la clasificacion de los salménidos.

Devlin (1993), aislé y secuencid dos tipos de genes de la hormona de
crecimiento en el salmon rojo. Estos genes, de aproximadamente 4 kilobases,
codifican proteinas de 210 aminoacidos y presentan gran similitud con las
hormonas de crecimiento caracterizadas en ofros salménidos, como el salmon
atlantico (Johansen y col., 1989) vy la trucha arco ins (Agellon y col., 1988).
De 1a comparacion de estas secuencias se desprende que la trucha arco iris es
mas parecida al salmon del Pacifico que al del Atlantico, lo cual explica la
reclasificacion que se hizo en 1988 de la trucha arco iris desde el género
Salmo al género Oncorhynchus.

En 1996, McKay y col, examinaron las relaciones entre nueve
especies de Oncorhiynchus, €l salmon atlantico y la trucha lacustre (Salvelinus
namaycush), analizando la secuencia de ADN de la subunidad 3 del gen
mitocondrial NADH-deshidrogenasa y parte del gen nuclear tipo 2 de la
hormona del crecimiento amplificados por PCR. La conclusion de este trabajo
fue que el salmon keta y el salmoén rosado son especies hermanas, y que el
salmon japonés y el salmon amago estdn mas préximos a la trucha del
Pacifico que al salmén del Pacifico. Un antepasado comin de la trucha arco
iris y de la trucha de garganta cortada (O. clarki) s separd de la linea proto-
Oncorhynchus y a partir de €l derivaron las siete especies de salmoén del
Pacifico.

Otro ejemplo de gen nuclear que se puede aplicar para la diferenciacion
de especies es ¢l gen supresor de tumores p53. La proteina codificada por el
gen p53 es muy conservada entre los vertebrados, desde el hombre a los peces
(De Fromentel y col. 1992; Mayr y col.,, 1995). Sin embargo, existen
diferencias en la longitud de los intrones de este gen. Esta circunstancia puede
utilizarse para identificar especies de peces, como se pone de manifiesto al
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comparar las secuencias de dos fragmentos del gen p53 amplificados a partir
def lenguado y de fa trucha arco iris (Kusser y col., 1994).

11.3.2.2.2. Andlisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion de regiones del ADN amplificadas por PCR (PCR-
RFLP)

Aunque la secuenciacion de regiones especificas del ADN ha
demostrado ser una técnica adecuada para estudios filogenéticos y de
poblaciones piscicolas (Carr y Marshall, 1991; Hartley y col., 1992;
Lockwood y col., 1993; Nielsen v col,, 1994; Baker y col,, 1995; Rosel y
Block, 1996; Vis y col,, 1997), es costosa y laboriosa, lo que la hace
inapropiada para el anahisis rutinario de los alimentos. Varios investigadores
(Chikuni y col., 1994, Meyer y col., 1995; Borgo y col., 1996; Céspedes y
col,, 1998; Wolf y col, 1999) han comprobado que el analisis del
polimorfismo en Ia longitud de los fragmentos de restriccién de productos de
PCR (PCR-RFLP) es una técnica con gran capactdad discriminatoria para la
identificacion de especies anmimales. Con ésta técnica, para identificar una
especie no se secuencian los productos de PCR, sino que se digieren con
endonucleasas de restriccion (Figura 8). Los winicos nucledtidos utilizados en
la 1dentificacién son los que integran las dianas de restriccion de las
endonucleasas seleccionadas. Sin embargo, la secuenciacion puede ser util
como paso previo para seleccionar enzimas que proporcionen patrones de
restriccion especificos de especie. La sustitucién de una base en la diana de
restriccion se manifiesta por la diferencia en la longitud de los fragmentos
resultantes y su migracion electroforética en geles de agarosa.

Los genes sobre los que se ha aplicado la técnica de PCR-RFLP para la
diferenciacion de especies animales, y de pescado en particular, son
practicamente los mismos que se utilizan con la técnica de PCR-
secuenciacion, con claro predominio de los genes mitocondriales.

N.3.2.23. Estudio del polimorfismo de conformacion de las cadenas
sencillas de ADN amplificadas por PCR (PCR-SSCP)

Uno de los inconvenientes que puede presentar la técnica de PCR-
RFLP para la diferenciacion de especies en productos procesados es que,
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Figura 8. Esquema del analisis del polimerfismo en la longitud de los
fragmentos de restniccion de rewmones del ADN amplificadas por
PCR (PCR-RFLP).
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debido a la degradacion del ADN, solo se pueden amplificar por PCR
fragmentos pequefios de ADN. Estos fragmentos, al ser tratados con enzimas
de restriccion generan oligonucledtidos demasiado cortos para visualizarse
claramente en los geles convencionales de electroforesis. El analisis del
polimorfismo de conformacion de las hebras de ADN monocatenario (SSCP)
puede resultar muy 1til en estos casos.

Orita y col. (1989), describieron por primera vez ¢l polimoifismo de 1a
conformacion en las cadenas sencillas de ADN. En esta técnica, el ADN
bicatenario (ds) se desnaturaliza para obtener las dos cadenas de ADN
monocatenario (ss), que a continuacion se separan en funcién de su peso
molecular mediante electroforesis en geles de poliacrilamida. La sensibilidad
de esta técnica permite detectar mutaciones puntuales en los productos
amplificados por PCR, por lo que se ha utilizado para definir alteraciones
genéticas en ciertas enfermedades humanas.

En 1995, Rehbein y col., trataron de diferenciar por SSCP muestras de
varias especies de atunes y bonito (Sarda sarda) congelados y enlatados.
Amplificaron dos regiones diferentes del gen citocromo b (de 123 y 148 pb) y
obtuvieron perfiles que permitieron diferenciar la mayoria de las especies. Sin
embargo, no fue posible distinguir entre la albacora (Thunnus alalunga) y el
atan rojo (Thunnus thynnus thynnus) debido a que su secuencia de nucledtidos
es idéntica en este fragmento (Unseld y col., 1995).

En 1997, Rehbein y col., utilizaron este método de analisis del ADN
para verificar el correcto etiquetado de pescados crudos o enlatados o de
productos elaborados a base de especies de pescado estrechamente
relacionadas (atin, anguila, salmon, trucha y esturion, Acipenser sturio).
Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) amplificaron
segmentos cortos del gen mitocondrial citocromo b y analizaron el
polimorfismo de conformacién de las hebras sencillas de ADN para obtener
perfiles especificos de especie. Las hebras de ADN se separaron por
electroforesis en geles comerciales de poliacrilamida y se visualizaron por
tincion con plata. Las cuatro especies de anguila (Anguilla anguilla, Anguilla
rostrata, Anguilla japonica y Anguilla australis) dieron lugar a diferentes
perfiles con la técnica de PCR-SSCP. Estos resultados concuerdan con los



S W*ﬁzﬂ'oduccién 63
obtenidos con otras técnicas de analisis de ADN, va que 4. anguilla y A.
rostrata se habian diferenciado anteriormente por analisis del polimorfismo en
los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP) (Tagliavini y col., 1995), y para la
diferenciacion de A. anguilla, A. japonica y A. bicolor (Takagi y Taniguchy,
1995) se habia utilizado la valoracion del polimorfismo del ADN amplificado
al azar (RAPD).

Otro objetivo del estdio de Rehbein y col. (1997), fue Ia
diferenciacion de filetes y huevas de varias especies de pescado de la familia
Salmonidae: salvelino (Salvelinus fontinalis), trucha comim, trucha arco ins y
salmon atlantico. Los patrones obtenidos a partir de filetes fueron especificos
de especie. En el mercado existen varios tipos de caviar (de esturién) cuyos
precios son muy diferentes. En el trabajo citado se obtuvieron productos de
PCR a partir del ADN del caviar de esturién beluga, sevruga y osietra, que
mediante SSCP originaban patrones que permitian la diferenciacién
mequivoca de estas tres especies. Finalmente, se ha comprobado que
amplificando fragmentos pequefios de ADN (123 y 148 pb) de muestras de
arenque, sardina, bacalao, atin y bonito enlatados, se obtienen perfiles
especificos de especie a pesar de la degradaciéon de proteinas y ADN
acaecidos durante el proceso de esterilizacion (Mackie y Taylor, 1972;
Chikuni y col., 1990).

La técnica de PCR-SSCP fue aplicada por Rea y col. (1996), para
diferenciar €l cerdo y el jabali europeos. Sin embargo, debido a Ia similitud de
la secuencia de ADN con que trabajaron (region D-loop del ADN
mitocondrial) no fue posible diferenciar estos animales pertenecientes a la
misma especie: Sus scrofa domestica (cerdo) y Sus scrofa fera (jabali).

Aunque en la técnica de PCR-SSCP se espera visualizar dos bandas de
ADN monocatenario (ssDNA) para cada gen amplificado, pueden encontrarse
mas de dos bandas con distinta intensidad. Esto es debido a que la
conformacion de las cadenas sencillas de acidos nucleicos varia en funciéon de
factores ambientales como la temperatura, la concentracion del tampén de
electroforesis o la presencia de agentes desnaturalizantes en el gel, 1o cual
modifica su movilidad en el mismo.
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Las ventajas de la técnica de PCR-SSCP con respecto a otras técnicas
genéticas para identificar especies son:

e Es posible analizar fragmentos de ADN degradado.

¢ Cambios puntuales en la secuencia de nucledtidos del ADN monocatenario
(ADNSss) determinan una conformacion diferente de las moléculas, que
pueden separarse electroforéticamente.

» FE1SSCP es una técnica rapida y facil de desarrollar.
En cuanto a los inconvenientes de esta técnica conviene sefialar que:

» Es necesario analizar muestras de referencia en ¢l mismo gel junto con las
muestras problema.

» Los patrones SSCP aportan menos informacion que la secuenciacion de las
cadenas de ADN.

e Antes de trabajar con geles preformados comerciales, tipo PhastSystem™,
la técnica requeria el uso de nucledtidos radioactivos y de geles grandes.

11.3.2.2.4. Estudio del polimorfismo del ADN amplificado con cebadores
arbitrarios (RAPD)

Williams y col., describieron en 1990 el polimorfismo basado en la
amplificacién al azar de segmentos de ADN utilizando cebadores de
secuencia corta y arbitraria (RAPD: Random Amplified Polymorphism DNA).
Trabajaron con muestras de ADN humano, de semilla de soja, de maiz y de
Neurospora crassa. Cada especie origind un perfil de bandas de ADN
distinto, pero también se observo polimorfismo entre individuos de la misma
especie. También demostraron que la modificacion de un solo nucledtido en
los cebadores producia una modificacion completa en el perfil del ADN
amplificado, revelando nuevos polimorfismos.

La especificidad del RAPD se basa en la utilizacion de ADN nuclear
purificado de un unico individuo y no implica el conocimiento previo de la
secuencia del ADN con que se trabaja. Estas caracteristicas, que facilitan {a
realizacion de las pruebas, tienen el inconveniente del gran polimorfismo
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intra- e interespecifico observado. Asimismo, el RAPD no permite detectar
ADN de un determinado organismo en mezclas complejas de ADN, lo que
puede limitar su aplicacion al analisis de alimentos (Meyer y Candrian, 1996).
Por otra parte, los perfiles electroforéticos que se obtienen son generalmente
muy complejos y deben ser analizados mediante sistemas informaticos de
captura ¢ interpretacion de imagenes, Otro aspecto a considerar para la
aplicacion de esta técnica es su elevada sensibilidad a las condiciones de la
reaccién de PCR, tales como el ADN diana, la concentracton de magnesio o
los intervalos de tiempo/temperatura de los ciclos de amplificacion.

En 1990, Welsh y McClelland trabajaron con este tipo de marcador
genético al que denominaron AP-PCR (cebador arbitrario-PCR). Obtuvieron
variacion intra- ¢ interespecifica trabajando con 5 especies de Staphylococcus,
11 cepas distintas de Streptococcus pyogenes y tres variedades de arroz,
Oryza sativa, y concluyeron que existia la posibilidad de extender el método a
otras especies cuyos genomas tuvieran un tamafio entre 5 x 10y 3 x 16°
pares de bases, como los virus, el hombre y las plantas.

Mediante la aplicacion del RAPD, Comincini y col. (1996), analizaron
la relacion genética de cinco cérvidos: Cervus elaphus, Dama dama,
Capreobus capreobus, Odocoileus hemious hemious y Muntjac munijac
vaginalis. Amplificando las muestras con ocho cebadores diferentes
consiguieron resultados reproducibles que incluian entre 5 y 10 bandas
monomorficas comunes a todas las muestras y multitud de bandas
polimoérficas con un tamafio comprendido entre 50 y 2.000 pares de bases
(pb). Utilizando programas informaticos identificaron marcadores especificos
de especie, fanto por la longitud como por la intensidad de los fragmentos
amplificados, que permitieron distinguir correctamente las especies
analizadas, incluso dentro de la misma subfamilia.

Koh y col. (1998), analizaron un total de 29 cebadores de 10 nt de
longitud con un contenido variable en GC (del 50 al 80%) para obtener
perfiles de amplificacion diferentes en varias especies de animales (jabali,
cerdo, vaca, bufalo, venado, perro, gato, conejo y canguro). Los patrones de
identificacion obtenidos con los cebadores que contenian un 80% de GC eran



Introduccion g@

mas claros que los obtenidos con el resto de los cebadores. Ocho de los diez
cebadores con un 80% de GC permitian diferenciar visualmente las especies
analizadas. Segun estos investigadores, la capacidad de discriminacién del
método RAPD es practicamente ilimitada, ya que siempre es posible utilizar
nuevos cebadores escogidos al azar.

La técnica de RAPD se ha utilizado también para la diferenciacion
genética de 3 especies de pescado del género Oreochromis, en las que
también se estudid la variabilidad genética intraespecifica (Dinesh y col,,
1996). Utilizando un anico cebador de 16 nt de longitud, identificaron 13
marcadores genéticos que permitian distinguir las 3 especies analizadas.

Harding y col. (1997), trataron de obtener perfiles polimorficos para
estudiar por RAPD la relacidn genética intraespecifica del bogavante
americano (Homarus americanus) capturado en tres regiones separadas
ecologica y geograficamente. Sin embargo, el analisis fenotipico de las bandas
obtenidas no permitié apreciar diferencias significativas entre las muestras
capturadas en las distintas localizaciones.

Bielawski y Pumo (1997), investigaron la variacion genética existente
entre las percas (Morone saxatilis) de cico rios distintos de la costa este de
los Estados Unidos. Después de seleccionar cinco cebadores de los cuarenta
inictalmente escogidos, los resultados demostraron que la vartacion del ADN
nuclear en Ja perca de la costa atlantica es extremadamente baja.

11.3.2.2.5. Estudio de secuencias repetitivas del ADN cromosdntico

Los marcadores genéticos basados en el ADN mitocondrial ponen de
manifiesto cambios en la secuencia del ADN, como resultado de mutaciones
puntuales. Recientemente, en la identificacion de especies, la atencién se ha
centrado en determinar las diferencias que se observan en el numero de copias
repetidas de un fragmento de ADN (Brooker y col, 1994; Hartley y
Davidson, 1994; Angers y col., 1995; Galvin y col., 1995; Garrido-Ramos y
col., 1995). Distribuidos por todo €l genoma de los organismos eucariontes se
encuentran bloques de secuencia similar o idéntica. Estas secuencias se
clasifican de acuerdo al tamafio decreciente del ntimero de bases en: satélites,
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minisatélites y microsatélites. De ellos, los minisatélites y microsatélites han
sido los mas utilizados en la identificacion de especies.

Los satélites consisten en unidades repetitivas de cientos a miles de
pares de bases que se repiten miles o incluso millones de veces. Se pueden
aislar del ADN genomico mediante centrifugacion en un gradiente de cloruro
de cesio. Se les denomina satélites porque (ras su separacion en los gradientes
aparecen como una banda distinta de la banda de ADN genémico.

Los minisatélites son secuencias de ADN de 9 a 64 pares de bases que
se repiten de dos a cientos de veces en un determinado /ocus del cromosoma.
Algunos minisatélites son los fragmentos de ADN mas variables que se
conocen, con una heterozigosidad proxima al 100%, y un nivel de mutacién
del 2% por generacion. Se han utilizado minisatélites polimorficos para la
identificacion de un gran namero de especies que incluyen mamiferos, aves y
peces.

Ios microsatélites son secuencias de 1 a 5 pares de bases que se repiten
hasta 100 veces en un determinado /ocus. Los microsatélites estan distribuidos
aleatoriamente por el cromosoma y no se localizan como fos minisatélites, en
las regiones proximas al centromero y telomero. Tienen dos caracteristicas
muy interesantes para la identificacion de especies, como son el polimorfismo
y la heredabilidad. Su alto polimorfismo permite tener un gran niumero de
alelos distintos en cada locus, y por lo tanto, una gran capacidad de
discnminacion. Se han descrito microsatélites en el hombre, raton, rata, perro,
cerdo, caballo, abejas, salmon, trucha y bacalao (Angers y col., 1995).

El pohmorfismo de los microsatehites fue demostrado por Tautz (1989),
y por Weber y May (1989). Durante los dos afios que siguieron a su
presentacion, se utilizaron como marcadores genéticos en estudios médicos y
forenses. Su uso ha continuado extendiéndose en la década de los 90 (solo en
1994 se publicaron mas de 200 articulos con el término microsatélite en el
titulo). Al principio, los estudios se centraron en extraer el ADN genomico,
cortarlo con enzimas de restriccion, transferirlo a membranas de nitrocelulosa
e hibridarlo con sondas de minisatélites o microsatélites. En la Tabla 5 se
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Poecilia latipinna

Salmo trutta

Oreachromis niloticus

Hoplostethus atlanticus

Orncoriynchus
tshawyischa

: : : FYNZIB! : Gasterosteus aculeatus

Analisis de variacion de
poblaciones

Anjlisis de variacion de
poblaciones

Analisis de ginogénesis

Anglisis de variacion de
pablaciones

Identificacién de
¢structura familiar en
poblaciones

Estudios de paternidad

Langhlin y Turner
(1994)

Prodohl y col., 1992

Carter y col., 1991

Baker y col., 1992

Stevens y col., 1993

Rico y col., 1991

OReilly y Wright, 1995
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muestran algunas de las sondas de minisatélites que se han utilizado para
estudiar el polimorfismo multi/ocus en varias especies de peces.

El polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion obtenido
con sondas de mini y microsatélites (Figura 9) refleja variacion alélica en
muchos /oci simultaneamente (Jeffreys y col., 1985a; Epplen vy col., 1991).
Estos marcadores altamente polimoérficos son especiaimente apropiados para
los analisis de paternidad y en medicina forense, pero son inadecuados para
muchos estudios genéticos de poblaciones debido a la incapacidad de asignar
un locus especifico a las bandas observadas. Ademas, esta metodologia resulta
menos sensible (se requiere mayor cantidad de ADN de partida), mas
laboriosa y mas cara que los métodos basados en la amplificacién por PCR,
los cuales permiten visualizar la variacion alélica en determinados loci de
mini o microsatélites.

La tendencia actual para el estudio del polimorfismo de mini y
microsatélites en un locus determinado se basa en la especificidad de las
regiones de ADN que lo flanquean y en las variaciones del numero de
repeticiones de la unidad basica. Las secuencias de los fragmentos de ADN
que bordean el locus se utilizan para diseflar cebadores que permiten su
amplificacién por la reaccién en cadena de la polimerasa (Jeffreys y col.,
1994), por lo que es imprescindible conocer la secuencia de esta zona. Los
productos de PCR se visualizan mediante electroforesis. Estas técnicas son
mas sencillas que las basadas en el southern blot, pero tienen el inconveniente
que no se pueden aplicar para amplificar fragmentos mayores de 4 0 5 Kb.

La principal ventaja de los marcadores multilocus es que las sondas
pueden producir hibridaciones cruzadas entre distintos taxones (Georges y
col, 1988). En consecuencia, una unica sonda se puede utilizar para
identificar indivaduos genéticamente distintos. Sin embargo, en los perfiles
aparecen multiples bandas que en algunos casos son dificiles de interpretar.
Las ventajas de los marcadores genéticos de un solo locus frente a los
multi/ocus, son que:
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Figura 9.
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a) Base molecular de un marcador de ADN multilocus. Al, A2y
B1, B2, muestran la organizacion de tres /oci minisatélite en
cromosomas homologos en los individuos A y B,
respectivamente. El ADN gendémico de los dos padres se digiere
con la enzima de digestion Hae 1IL . [} unidades de
repeticion del minisatélite; H: digestion con Hae 111. b) Digestion
del ADN. Utihizando la técnica del southern blot, se detectan
multiples minisatélites simultaneamente por hibridacién con una
sonda marcada radicactivamente de secuencia homologa a la del
minisatélite (O Reilly y Wright, 1995).
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o Los perfiles de las bandas son menos complejos y es poco probable la co-
migracion de alelos de loci no homologos.

* Ya que las bandas se atribuyen a cada locus, se puede estimar la
frecuencia de los alelos.

o Utilizando estandares de alelos se pueden comparar muestras problema en
un gel.

Entre las limitaciones de los marcadores uni/ocus conviene seialar la
complejidad de los mecanismos de mutacién que generan variacion en
algunos minisatélites, entre los que se incluyen deleciones, duplicaciones
infra-alélicas y recombinacién inter-alélica (Wright, 1993).

Gracias al conocimiento de las secuencias de nucledtidos en especies
como el bacalao del Atlantico (Brooker y col, 1994), salmén atlantico
(Slettan y col., 1993;) y trucha comim (Estoup y col., 1993), se sabe que
muchos microsatélites consisten en tramos ininterrumpidos de unidades
idénticas repetidas en tandem, y que la mayoria de las diferencias entre los
alelos parecen debidas al aumento o disminucion del numero de repeticiones
de unidades de idéntica longitud. Por ¢l contrario, casi todos los minisatélites
analizados en peces estan compuestos por varios tipos de unidades repetitivas,
agrupadas en unidades mas grandes que se repiten (Bentzen y Wright, 1993;
Harris y Wright, 1995).

Se han desarrollado sondas especificas de especie para analizar locus
de secuencias repetitivas en gadidos, salmomdos y Tilapia, entre otros. Galvin
y col., (1995), evaluaron la variabilidad genética del bacalao y encontraron
diferencias significativas en la frecuencia de alelos de las poblaciones del
noreste Atlantico y entre las poblaciones del este y oeste del Atlantico. Entre
los salmonidos existen niveles de polimorfismo moderados, con loci que
exhiben entre 5 y 10 alelos y valores de heterocigosidad comprendidos entre
el 36 v el 77%. Bentzen y Wright (1993), identificaron la secuencia de
nucledtidos del minisatélite Ssal del salmén altantico que contiene 16 pares de
bases repetidas. La sonda Ssal desarrollada para el salmon atlantico se ha
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utilizado también para obtener perfiles especificos en otros salmonidos como
el salmén keta, (Taylor y col., 1994b).

El alto nivel de variacién alélica de algunos minisatéhites hace que la
utilizacion de métodos convencionales de separacion por tamafio refleje
solamente parte de su variacion real. Los minisatélites pueden diferir no sélo
en el nimero de copias de las unidades que se repiten, sino también en el
patron de distribucion de diferentes tipos de repeticiones. Jeffreys y eol.,
(1990), estudiaron la variacion en la secuencia de unidades de repeticion en
moléculas sencillas (haploides) utilizando en primer lugar enzimas de
restriccién, que reconocen y cortan determinados tipos de unidades
repetitivas. De esta manera, se observaron variaciones que antes no se
conocian. Posteriormente (Jeffreys y col,, 1991), desarrollaron un método
basado en la amplificacion por PCR, denominado MVR-PCR, para identificar
1a variabilidad interna de las unidades repetitivas que integran un minisatélite.
Con este método, la secuencia de una unidad de repeticion del minisatélite se
determina utilizando cebadores complementarios a los diferentes tipos de
subunidades repetitivas v un cebador que hibrida en la zona que bordea el
locus del munisatélite (Figura 10). Después de varios ciclos, se obtienen
distintas series de productos de PCR cuya longitud depende del namero de
repeticiones obtenidas a partir de cada subunidad repetitiva.

La presencia de microsatélites en peces teledsteos es abundante.
Unidades repetitivas del tipo (GT), aparecen, como media, cada 7 Kb en el
bacalao del Atlantico (Brooker y col., 1994), 11-56 Kb en el salmon atlantico
{McConnell y col.,, 1995) y cada 23 Kb en la trucha comin (Estoup y col.,
1993). La frecuencia de aparicion del microsatélite (CT), se reduce a un tercio
de la frecuencia con que aparece el (GT), (Estoup vy col., 1993).

Morris y col. (1996), clonaron y secuenciaron varios microsatélites
(GT), y (GA), de la trucha arco iris. En su trabajo concluyeron que los
marcadores microsatélites aislados de una especie de salmdnidos (trucha arco
iris) son, en general, utiles para realizar estudios de otras especies de
salmomdos (trucha de garganta cortada, salmoén keta, salmén plateado, salmon
real, salmoén atlantico y salvelino). La utilizacién de estos marcadores en
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Figura 10. Vanacion repetiiva de un munisatélite del locus Ssa/97 del
salmon atlantico. Dos reacciones de amplificacion se
desarrollaron en expenmentos separados. En la primera reaccion
(i) el PCR se lleva a cabo con ¢l cebador f (a la izquierda de 1a
cadena de ADN) vy el cebador ¢ (complementario a la umdad de
repeticion C). En la segunda reaccion (i), la reaccion de PCR se
desarrolla con el cebador fy el cebador t ( complementario a la
unidad de repeticion T). En ambas reacciones, los productos de
PCR corresponden en longitud a la distancia enfre el cebador
Mlangueante (T) y Ia umidad de repeticion (C o T). Los productos
més largos se generan por un aumento en la distancia entre las
unidades de repeticion (O'Reilly y Wnght, 1995).
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especies relacionadas reduce enormemente el tiempo y el coste de la
investigacion genética en la acuicultura.

Slettan v col. (1997), caracterizaron cinco nuevos microsatélites del
salmén atlantico y analizaron éstos y otros microsatélites previamente
publicados (Slettan y col., 1995a, 1995b, 1996). Excepto uno de los cinco
microsatélites, el resto mostraron un alto grado de polimorfismo y secuencias
mas largas que las observadas en los vertebrados superiores. Este fendmeno se
ha observado también en el bacalao y en la trucha arco iris (Brooker y col.,
1994).

Entre los numerosos estudios de microsatélites de pescados y mariscos
publicados en los altimos afios conviene sefialar los trabajos de Patton y col,,
(1997) en Coregonus nasus;, los de May y col., (1997) en el esturidn,;
Bagshaw y Buckholt (1997) en el genoma del langostino Penaeus vannamei,
Harris y Wright (1995) en Tilapia (Oreochromis niloticus) y los de Garrido-
Ramos y col, (1995) sobre las relaciones filogenéticas de la familia
Esparidae.



III. MATERIALES Y METODOS
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I11.1. MATERIALES

111.1.1. MATERIAL DE LABORATORIO

Para la preparacion de los tampones y diversas disoluciones acuosas se
empled agua destilada obtenida en un aparato de filtracion “Millipore” mod.
Elix 3. También se empled agua bidestilada obtenida en un destilador
“Nanopure” mod. Branstead.

Las pesadas ordinarias se efectuaron en una balanza monoplato “AND”
mod. EW-600. Para las pesadas de precision se utilizé la balanza analitica
“AND” mod. ER-120.

Las mediciones de pH se realizaron con un pHmetro “Metrohm™ mod.
654.

Los tampones se disolvieron mediante agitacion electromagnética y, en
algunos casos, aplicando calor con placas “Nuova II” mod. Thermolyne. Los
agitadores de tubos empleados fueron “Heidolph” mod. REAX 2.000.

La desgasificaciéon requerida en la preparacion de los tampones se
realizé mediante un aparato de ultrasonidos "Selecta” mod. Ultrasons y con
una bomba de vacio "Eyela” mod. Aspirator A-3S.

Las incubaciones que requerian un control preciso de la temperatura se
efectuaron en un bafio de agua termostatado “Grant” mod. Y14 y en una
estufa “Heraeus” mod. KB-500. Las incubaciones en agitacion se realizaron
en un incubador-agitador orbital “Lab-line” mod. 35.271.

Las muestras y teactivos se conservaron en arcones congeladores
“Kelvinator” mod. ACK-55, asi como en frigorificos “Aspes” y “Kelvinator”
mod. AKR-20 y en un armario frigorifico “Kelvinator” termostatado a 4+1°C.

Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga refrigerada
“Sorvall” mod. RC-5B, equipada con rotores SS-34 y GSA. Para centrifugar

(2) La cita de marcas de aparatos, reactivos, etc., no implica recomendacion
alguna por parte de la autora.
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pequefios voliimenes de muestra se utilizaron centrifugas “Heraeus” de los
modelos Biofuge A, equipada con rotor tipo 1.220; Megafuge 1.0, equipada
con rotor tipo 2.150 y Biofuge 15R equipada con rotor tipo HFA 3.042,

Las dialisis de las muestras se efectuaron con casseties de dialisis
“Slide-A-Lyzer” mod. 10K (Pierce) y con membranas tubulares “Serva” mod.
27/32 o “Medicell International LTD” mod. 6-27/32.

Las determinaciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en un
espectrofotometro “Kontron” mod. Uvikon 820 y en un espectrofotometro de
doble haz “UV-VIS Hitachi” mod. U-2.000, registrandose los resultados en
una impresora térmica Uvikon LS-4B y en un registrador Uvikon 21.

Las placas de ELISA de poliestireno de 96 pocillos que se¢ emplearon
en las técnicas inmunoenzimaticas eran de “Nunc” mod. Maxisorp. La
agitacion de las placas se hizo en agitadores de placas de ELISA “Wallac”
mod. 1.296-001 Delfia Plateshake y para las medidas espectrofotométricas se
utilizé un lector espectrofotométrico de placas de ELISA Labsystems iEMS
Reader MF. Para los ELISA en paletas, se utilizaron viales con paletas
“Nunc” mod. DK 4.000.

Las muestras se homogeneizaron en un triturador “Polytron” mod.
PCU y en un homogeneizador “Colworth” mod. Stomacher 400.

La esterilizacidon hiimeda del material utilizado en este trabajo se
realizé mediante un autoclave “Selecta” mod. Autester G, utilizando cintas de
papel indicador para comprobar la efectividad del proceso.

Para la amplificacion de los fragmentos génicos de interés (reaccion en
cadena de la polimerasa, PCR) se utilizd un termociciador Techne mod.
“Progene”, equipado con tapa calefactora.

Las electroforesis de los acidos nucleicos en geles de agarosa se
realizaron en una cubeta de electroforesis horizontal para acidos nucleicos
“HORIZON 58" Life Technologies, GIBCO BRL, con una fuente de
alimentacién POWER PAC 300, BioRad.

La visualizacién de los fragmentos génicos amplificados por PCR se
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realizé utilizando un transiluminador de luz ultravioleta y un sistema de
documentacién de imagenes mod. Geldoc 1.000 UV de BioRad.

Todas las manipulaciones de material genético se efectuaron en una
campana de flujo laminar “Telstar” mod. AV-100, equpada con una lampara
ultravioleta.

Como material general de laboratorio se wutilizaron pipetas vy
micropipetas automaticas, asi como pipetas multicanal “Labsystems”,
agitadores, mecheros de gas, termometros, jeringuillas, hojas de bisturi, etc.
El material de vidrio empleado en las experiencias descritas fue siempre de
tipo “Pyrex”.
fIL1.2. MATERIAL BIOLOGICO

I1.1.2.1. Animales de experimentacién

En la obtencion de anticuerpos policlonales se emplearon conejos
machos blancos de raza Nueva Zelanda, de 3,5 kg de peso. Los conejos se
mantuvieron en el animalario del Departamento de Nutricién y Bromatologia
11 de la Facultad de Veternnaria, Universidad Complutense de Madrid,

alimentados con dieta de mantenimiento para conejos vy agua potable ad
libitum,

111.1.2.2. Origen de las muestras
En este trabajo se han utilizado dos tipos de muestras:

11.1.2.2.1. Tejido muscular

El tejido muscular procede de tres especies de pescado distintas, cada
vna de ellas en estado fresco y ahumado. El niamero total de muestras
analizadas estuvo comprendido entre 130 y 140,

1. Muestras frescas

Los ejemplares frescos de salmon atlantico, trucha arco iris y palometa
procedian de pescaderias ubicadas en la Comunidad Auténoma de Madrid.
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2. Muestras ahumadas

Las muestras de salmon atlantico, trucha arco iris y palometa
ahumados se adquirieron en distintos centros comerciales de la Comunidad
Auténoma de Madrid. Las marcas comerciales fueron las siguientes:

o Salmén: Ahumados Dominguez (Alcorcon), Skandia (Malaga),
Valkiria (Malaga), El Rey Vikingo (Malaga), Wonder (Parla) y
Pescaderias Coruiiesas (Madrid)

e Trucha: Eurosalmén (Alcorcén), Pryca (Madrid), Skandia
(Malaga), Ahumados Dominguez (Alcorcon), Wonder (Parla) y
Pescaderias Corufiesas (Madrid).

¢ Palometa: Ahumados Dominguez (Alcorcon), Skandia (Malaga),
Valkiria (Malaga) y Wonder (Parla).

111.1.2.2.2. Tejido ovarico
1. Muestras frescas

Las huevas u ovarios de salmoén atlantico y de trucha arco iris fueron
suministradas por MARCULTURA S.A. (La Coruifia), empresa dedicada al
engorde de salmonidos. Dichos tejidos se mantuvieron en refrigeracion con
hiclo hasta su llegada al laboratorio. lLas muestras correspondieron
aproximadamente a 25 individuos de cada especie.

2. Muestras ahumadas

Las muestras de huevas ahumadas analizadas estaban etiquetadas como
salmén y pertenecian a las marcas comerciales Royal (Barcelona), SOF
(Madrid) y Skandia (Malaga).

ITL1.3. PRODUCTOS Y REACTIVOS

Los productos quimicos y biologicos utilizados en los experimentos
descritos en este trabajo fueron suministrados por alguna de las siguientes
firmas: Panreac (Barcelona, Espafia), Sigma (St. Louis, USA), Merck
(Darmstadt, Alemania), Pharmacia (Uppsala, Suecia), Boehringer Mannheim
{Barcelona, Madrid}, Fluka (Buchs, Switzerland), Difco (Detroit, USA), Life
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Technologies (Maryland, USA), Biotools (Madrid, Espafia), Finnzymes
(Espoo, Finland), BioVentures (Tennessee, USA), Isogen (Utrecht, Holanda),
Ecogen (Barcelona, Espafia), BioRad (Hercules, USA), New England
BioLabs (Beverly, USA).

Los reactivos empleados en las técnicas genéticas eran reactivos para
biologia molecular, es decir, libres de ADNasas, ARNasas y ADN.

I1L2. METODOS
111.2.1. OBTENCION DE EXTRACTOS ANTIGENICOS

111.2.1.1. Extraccién de las proteinas musculares solubles

La identidad bioldgica de las muestras utilizadas como antigenos
(Salmo salar, Oncorhynchus mykiss y Brama raiiy fuoe comprobada in situ en
la industria transformadora Ahumados Dominguez, S.A. atendiendo a sus
caracteristicas morfologicas.

Para la preparacion de los extractos antigénicos de salmon, trucha y
palometa ahumados, 40 g de tejido muscular se homogeneizaron en 200 mi de
solucién satina (8,5 g/l NaCl), se mantuvieron en agitacion durante 2 h a 20°C
y se centrifugaron a 3.500 x g durante 30 min a 10°C. Los sobrenadantes se
filtraron a través de un papel de filtro Whatman n°l, se liofilizaron y se
almacenaron en envases herméticos en refrigeracion a 4°C hasta su uso
(Figura 11). El extracto antigénico correspondiente a las proteinas musculares
solubles obtenidas de salmon ahumado se denomind PSS, el de proteinas
musculares solubles de trucha ahumada PST y el de palometa ahumada PSP.

1IL.2.1.2. Determinacién de la proteina

La determinacion del contenido proteico de los extractos antigénicos
de pescado ahumado se realizé seghn la técnica de Lowry modificada por
Markwell y col. (1978). Esta técnica se basa en el desarrolio del color que se
produce al reaccionar las proteinas con iones chipricos y con el reactivo de
Folin Ciocalteau en dos etapas que se describen a continuacion;
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Figura 11. Esquema de la extraccion de las proteinas musculares solubles a
partir de una muestra de pescado.
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1. En condiciones alcalinas, el cobre (Cu*") forma un complejo con los
enlaces peptidicos de las proteinas (reaccion de tipo Biuret),
reduciéndose a Cu'.

2. El Cu’, junto con la tirosina y el tript6fano, reacciona con el reactivo de
Folin Ciocalteau originando un compuesto inestable que se reduce
lentamente hasta dar lugar al reactivo molibdeno-tingstico de color
azul. Dependiendo fundamentalmente de su contenido en tirosina y
triptéfano, las proteinas producen un color azul de distinta intensidad.

Esta técnica pone de manifiesto los grupos fenoles de las proteinas y
por ello, es necesario evaluar los resultados en relacion con una curva patrén
construida con anterioridad.

El método permite medir entre 10-100 pg/ml y, como en cualquier
técnica colorimétrica, existen variaciones segun la proteina que se mida y
segun las condiciones del ensayo.

Reactivos:

e Solucion A: Na,COs al 2%, NaOH al 0,4%, dodecil sulfato sédico
(SDS) al 1% y tartrato sodico potasico (NaKC.H:0,.4H,0) al
0,16% en agua destilada.

¢ Solucion B: CuSO,.5H,0 al 4% en agua destilada.

e Solucién C: Se obtiene mezclando 100 volumenes de la solucion A
con 1 volumen de la soluciéon B.

¢ Solucion D: Reactivo de Folin Ciocalteau diluido en agua destilada
en la proporcion 1:1 (v/v).
Procedimiento:

La determinacion de la proteina se realizd en dos etapas:

1. Se construy6 la recta patron a partir de una bateria de tubos que
contenian 1 ml de agua destilada vy entre 10-100 pg de proteina
muscular soluble. Las muestras se diluyeron en el mismo volumen
(1 ml) y se preparé un blanco con agua destilada.
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2. Se afiadieron 3 ml de la solucién C a cada tubo y, después de agitar,
se dejaron los tubos en reposo a 20°C durante 45 minutos. A
continuacién, se afiadieron 0,3 ml de la solucion D a cada tubo y de
nuevo, después de agitar, s¢ dejaron los tubos en reposo a 20°C
durante 45 minutos. Finalmente se midio la absorbancia a 660 nm.

I11.2.2, OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

Los anticuerpos policlonales se encuentran en el suero de los animales
de laboratorio sometidos a la exposicién continuada a un antigeno.
Constituyen una mezcla heterogénea de anticuerpos procedentes de muchos
clones de linfocitos B, que reaccionan frente a distintos determinantes
antigénicos (Figura 12). La afinidad y especificidad de estos anticuerpos varia
segin los lotes de animales empleados en la inmunizacién, por lo que
generalmente es preciso purificar los inmunosueros antes de su utilizacion en
los intunoensayos.

I11.2.2.1. Pauta de inmunizacion

Para obtener los inmunosueros se emplearon 3 lotes de 2 conejos
machos de la raza Nueva Zelanda de 3-3,5 Kg de peso. Al primer lote se le
inoculd el extracto antigénico de proteinas musculares solubles de salmén
abumado (PSS); al segundo lote el extracto antigénico de proteinas
musculares solubles de trucha ahumada (PST); y al tercer lote el extracto

antigénico de las proteinas musculares solubles de la palometa ahumada
(PSP).

La inmunizacién de cada lote comenzo con dos inoculaciones {(una
intradérmica, en varios puntos de la espalda del animal, y otra intramuscular)
del extracto antigénico correspondiente (5 mg de proteina) emulsionado en
0,5 ml de Adyuvante Completo de Freund y 0,5 ml de solucion salina estéril
(CINa al 0,85%). Las inoculaciones se prolongaron durante 4 meses a
intervalos de 1-2 semanas (Tabla 6), sustituyendo ¢l Adyuvante Completo de
Freund por el Incompleto a partir de Ja segunda inoculacion.
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Figura 12. Obtencion de mmunosueros.
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EXTRACTOS ANTIGENICOS
Dias PSS PST PSP SSE. - ACF  AIF  Inoculacién  Sangria’
(mg) (mg) (mg) (mh) @) o (mb)
0 - - - - . - - So
13 5 5 5 0,5 0,5 SC _
20 5 5 5 0,5 _ 0.5 5C 5
27 5 5 5 1 ~ 1 DM _
41 5 5 5 0.5 B 0,5 SC S
55 5 5 5 0.5 B 0.5 sC B
62 5 5 5 1 _ I ID/M Ss
97 5 5 5 0,5 _ 0,5 SC S,
122 5 5 5 1 _ 1 ™ Ss
PSS: Proteina Soluble de Salmon IM: Inoculacion Intramuscular
PST: Proteina Soluble de Trucha S,: Sangria inicial
PSP: Proteina Soluble de Palometa Si: Sangria dia 20
SSE: Solucion Salina Estéril S2: Sangria dia 41
ACF: Adyuvante Completo de Freund S3: Sangria dia 62
AlIF: Adyuvante Incompleto de Freund S4: Sangria dia 97
SC: Inoculacion Subcutanea Ss: Sangria dia 122

ID: Inoculacion Intradérmica
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Antes de la primera inoculacion del extracto antigénico se realizo una
sangria inicial (S,) para comprobar la ausencia de reactividad de los sueros de
los animales frente al antigeno correspondiente. Asi mismo, a los 20, 41, 62,
97 y 122 dias de la primera inoculacion, se realizaron sangrias parciales de la
arteria central de la oreja, con el fin de verificar la eficacia de la
Inmunizacion.

Antes de proceder a la sangria final de los conejos, se comprobo,
mediante la técnica del ELISA indirecto, que ¢l titulo de los sueros
procedentes de las sangrias parciales era suficiente.

11L.2.2.2, Sangria final

Pasados 130 dias del comienzo del proceso de inmunizacion y una vez
comprobado que el titulo de los inmunosueros era el adecuado, se efectio la
sangria final (S¢) de los animales. Para tal fin se anestesiaron Ios anmimales por
via intravenosa en la vena marginal de la oreja con pentobarbital (35 mg/kg
de peso). A continuacion, se colocaron sobre una mesa en decibito supino,
inmovilizandoles las cuatro extremidades y, seguidamente, se les introdujo
una aguja (18G) entre el cuarto y el quinto espacio intercostal de la region
toracica. Cuando la agwja va estaba en posicion intracardiaca, se fue
recogiendo la sangre en tubos de vidnio hasta el desangrado completo del
ammal.

111.2.2.3. Obtencion y conservacion del suero

La sangre se mantuvo 3 horas a temperatura ambiente para facilitar la
formacion del codgulo. A continuacion, se separ6é cmidadosamente el coagulo
de las paredes de los tubos con ayuda de una espitula y se mantuvo a 4°C
durante 18 h para favorecer su retraccion. El suero se trasvaséd a tubos de
centrifuga y se centrifugd durante 20 min a 3.000 x g a una temperatura de
4°C. El sobrenadante obtenmido se dividio en alicuotas previa adicion de azida
de sodio (0,01% p/v). Los viales de vidrio que contenian el suero se
conservaron en congelacion a -20°C, hasta el momento de su utilizacion.
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I11.2.2.4. Purificaciéon parcial de los inmunosueros

Los inmunosueros obtenidos frente a las proteinas solubles de salmon
ahumado (anti-PSS), trucha ahumada (anti-PST) y palometa ahumada (anti-
PSP), se purificaron parcialmente mediante precipitacion selectiva con sulfato
amonico al 50%.

La precipitacion con sulfato amonico es uno de los métodos mas
utilizados para la separacion de las proteinas de wna solucion acuosa. El
método se basa en que las proteinas solubles forman puentes de hidrégeno
con las moléculas de agua a través de sus grupos polares. Cuando se ailaden
concentraciones elevadas de tones fuertemente cargados como el amonio y el
sulfato, éstos compiten con las moléculas proteicas por el agua. De esta
forma, las proteinas, al perder su union con las moléculas de agua,
disminuyen su solubilidad, lo gue origina su precipitacion. La concentracion
de sulfato amonico necesaria para precipitar las mmunoglobulinas varia con 1a
especie amimal de 1a que proceden, aunque la mas conveniente en la mayoria
de los casos es una solucion al 50% (Harlow y Lane, 1988).

La precipitacion de las mmunoglobulinas de los inmunosueros anti-
PSS, anti-PST y anti-PSP se realizé de acuerdo con la técnica descrnita por
Harlow y Lane (1988). Para ello:

- Se centnfugaron 10 ml de suero a 3.000 x g durante 30 min y el

sobrenadante se trasvaso a un vaso de precipitado.

- Se afiadieron (gota a gota y agitando al mismo tiempo) 10 ml de
sulfato amonico saturado (76,1 g de (NH,4),.SO, en 100 mi de agua
destitada) cuyo pH se habia ajustado a 74 con NaOH 1 N
inmediatamente antes de su empleo.

- La mezcla se mantuvo en reposo una noche a 4°C y se volvié a
centrifugar a 3.000 x g durante 30 min para recuperar las
inmunogiobulinas precipitadas.

- Eliminado el sobrenadante, las inmunoglobulinas presentes en el
sedimento se resuspendieron en 5 ml de tampon fosfato salino
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(PBS, de pH 7,2) y, a continuacién, se dializaron en tampon PBS
con azida de sodio (10 pl/ml) durante 16 h a 4°C. Finalizada la
dialisis, las inmunoglobulinas se distnibuyeron en alicuotas de 5 ml,
manteniéndose a -20°C hasta su utilizacion.

111.2.2.5. Neutralizacion del suero con antigenos de especies heterologas

Con el fin de evitar las reacciones cruzadas de los anticuerpos
policlonales frente a las proteinas de especies de pescado distintas de aquellas
frente a las que se obtuvieron, se procedio a su neutralizacion. Para ello, los
anticuerpos anti-PSS, anti-PST y anti-PSP, diluidos 1:2.000 en PBSTM
(tampoén PBS con un 1% de Tween 20 y un 1% de leche desnatada en polvo),
se mezclaron con una cantidad apropiada de los extractos antigénicos de las
especies heterologas de pescado ahumado. El suero anti-PSS se bloqueo con
0,5 mg del extracto antigénico de trucha (PST) y 0,5 mg del de palometa
(PSP) por ml de suero diluido. El suero anti-PST se bloqueod con 1,5 mg/ml de
los extractos antigénicos de salmén (PSS) y de palometa (PSP), y el suero
anti-PSP se bloqued con 0,1 mg/ml de los extractos antigénicos de salmon
(PSS) y de trucha (PST). Las mezclas de cada suero con los extractos
antigénicos heterdlogos se incubaron durante 1 h a 37°C y se utilizaron
directamente en la técnica de ELISA indirecto.

111.2.3. TECNICAS INMUNOQENZIMATICAS
I11.2.3.1. Técnica del ELISA indirecto

En esta técnica, los antigenos se fijan por adsorcion pasiva a una
superficie inerte (placas de poliestireno de 96 pocillos o paletas de
poliestireno). A continuacion se incorporan los anticuerpos especificos, que al
reconocer al antigeno quedan unidos a €l. El complejo formado se detecta por
un segundo anticuerpo marcado con una enzima, que FECONOCE COIMO
antigenos a los anticuerpos especificos. La reaccion se visualiza porque al
actuar la enzima sobre un sustrato adecuado se libera un compuesto
coloreado, que se puede cuantificar espectrofotométricamente (Figura 13).
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Figura 13. Modelo teérico de un ELISA indirecto para la deteccion y
cuantilicacion de un antigeno en una muestra problema.



Materiales y Métodos 90

[11.2.3.1.1. Preparacion de la muestra antigénica

Para la preparacion de las muestras de salmén, trucha y palometa
utilizadas como antigenos en la técnica de ELISA mdirecto, se procedié como
se describe a continuacion: 40 g de salmon, trucha o palometa ahumados se
homogeneizaron en 200 ml de solucion salina (8,5 g/l Na(Cl), se agitaron
durante 2 h a 20°C y se centrifugaron a 3.500 x g durante 30 min a 10°C. Los
sobrenadantes se filtraron a través de un papel de filtro Whatman n° 1 y se
analizaron inmediatamente o se conservaron a -20°C hasta su uso.

Para su utilizacion en el ELISA indirecto, las muesfras de salmon se
diluyeron 1:300 en tampon PBS, las muestras de trucha 1:45 y las muestras de
palometa 1:800 en el mismo tampon.

111.2.3.1.2. Anticuerpos

Se utilizaron los anticuerpos anti-PSS (anti-proteina de salmén), anti-
PST (anti-proteina de trucha) y anti-PSP (anti-proteina de palometa),
parcialmente purificados mediante precipitacion de las inmunoglobulinas con
sulfato amoénico (ver seccion 111.2.2.4) y neutralizados con los extractos
antigénicos de las especies heterOlogas (ver seccion 111.2.2.5),

11.2.3.1.3. Conjugado

Se empled un conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de conejo
obtenidas en cabra y marcadas con la enzima peroxidasa de rabano (Dako). El
conjugado se utilizo diluido 1:2.000 en tampon PBSTM.

1.2.3.1.4. Tampones y reactivos

a) Tampon PBS de pH 7.2

NaCl (0,14 M) 80g
Na,HPO,. 12H,0 ———— (8,1 mM) 29g
KH.PO, (1,5 mM) 02¢g
KCl (2,7 mM) 02¢g

Agua destilada 11}
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b) Tampon PBST

Se prepara como ¢l tampén PBS y se le afiade un 1% de Tween 20.

¢) Tampén PBSTM

Se prepara con el tampon PBST y se le afiade un 1% de leche
desnatada en polvo.

d) Sustrato

El sustrato empleado fue la solicion 3,37.5,5 -tetrametilbenzidina
(TMB) (Boehringer Mannheim). Después de 10 min de incubacién, la
reaccion se paro con HS0, 1 M.

¢) Solucion de tapizado

Gelatina al 1% en tampon PBS.
111.2.3.1.5. Metodologia del E11SA indirecto

Los pocillos de una placa de ELISA se sensibilizaron con 100 ul del
antigeno correspondiente, dilmido en PBS, y la placa se incubo durante 1 h a
37°C, tras lo cual se lavo 5 veces con tampon PBST. A continnacion, para
tapizar las zonas del pocillo en las gue no se hubiera adsorbido el antigeno, se
aiiadieron a cada pocillo 200 ul de gelatina al 1% en tampon PBS. La placa se
mantuvo 30 min a 37°C y los pocillos se lavaron 5 veces con tampén PBST
para eliminar el exceso de gelatina. Seguidamente, se afiadieron a cada pocillo
100 pl de los anticuerpos neutralizados, diluidos en PBSTM y se incubaron en
agitacion durante 1 h a temperatura ambiente. Finalizada la incubacion, los
pocillos se lavaron cinco veces con tampon PBST para eliminar los antigenos
heterologos y los anticuerpos libres. A continuacion, se depositaron 100 pl del
conjugado diluido en tampon PBSTM vy, de nuevo, la placa se mantuvo en el
agitador de placas de ELISA durante 1 h a temperatura ambiente. Tras lavar
los pocillos cinco veces con agua destilada para eliminar los restos del
conjugado libre, se¢ afiadieron a cada pocillo 150 pl del sustrato TMB y la
placa se agité durante 10 min a temperatura ambiente. La reaccion se pard
adicionando 50 ul de H,SO4 1 M. El color azul, resultante de la degradacion



del sustrato por la enzima, vira a amarilio al parar la reaccion. La intensidad
de la reaccion se cuantificé midiendo la absorbancia de cada pocillo a 450 nm
en un lector espectrofotométrico de placas de ELISA.

En cada ensayo se realizaron los signientes controles:

- Control del antigeno: gelatina + anticuerpo + conjugado + sustrato
- Control del anticuerpo: antigeno + gelatina + conjugado + sustrato
- Control del conjugado: gelatina + conjugado + sustrato

- Control del sustrato: gelatina + sustrato

Si la absorbancia a 450 nm de alguno de los controles era mayor de
0,150 el experimento se consideraba nulo.

111.2.3.2. Técnica del ELISA indirecto en paletas

La técnica del ELISA indirecto en paletas es una técnmica rapida y
sencilla, que requicre escaso instrumental para su desarrollo.

11.2.3.2.1. Preparacion de la muestra

La preparacién de las muestras de salmon, trucha y palometa utilizadas
como antigenos en la técnica de ELISA indirecto en paietas se llevé a cabo
como se describe en la seccion I111.2.3.1.1.

Las muestras antigénicas de salmén, trucha y palometa se utilizaron
diluidas 1:10 en PBS.

111.2.3.2.2. Anticuerpos

Se utilizaron los anticuerpos policlonales anti-PSS, anti-PST y anti-
PSP previamente neutralizados y diluidos 1:2.000 en PBSTM (seccion
111.2.2.5). El suero anti-PSS se neutralizé con 0,75 mg de PST y 0,5 mg de
PSP por mililitro de suero dilmdo. El suero anti-PST se neutralizo con 1,5 mg
de los extractos antigénicos PSS y PSP, y el suero anti-PSP fue neutralizado
con 0,1 mg de los extractos antigénicos de salmon y trucha.
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111.2.3.2.3. Conjugado

Se empled un conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de conejo
obtenidas en cabra y marcadas con la enzima peroxidasa de rabano (Dako),
diluido 1:1.500 en PBSTM.

111.2.3.2.4. Tampones y reactivos

Todos los tampones y reactivos se prepararon como se describe en la
seccion [11.2.3.1.4.

111.2.3.2.5. Metodologia del ELISA indirecio en palelas

Las paletas de poliestireno (Nunc) se introdujeron en criotubos de
polipropileno (Nunc) en los que se habia depositado I ml de la muestra
antigénica correspondiente (Figura 14). Durante 15 min, se enroscaron y
desenroscaron varias veces los tapones de los criotubos para facilitar la
adsorcién de los antigenos a las paletas. A continuacion, las paletas y los
criotubos s¢ lavaron cuidadosamente con agua corriente evitando invertir los
tapones. Seguidamente, las paletas se incubaron durante 15 minutos con 1 m}
de los anticuerpos policlonales neutralizados correspondientes, diluidos en
PBSTM. Finalizada la incubacioén, las paletas se lavaron de nuevo con agua
del grifo para eliminar aquellos anticuerpos que no hubiesen reaccionado. A
continuacion, se incubaron las paletas durante 15 minutos con 1 ml de
conjugado diluido en PBSTM. Tras lavar las paletas con agua del grifo para
eliminar los restos de conjugado libre, se introdujeron en un criotubo que
contenia 1 ml de sustrato. La reaccion positiva se identificé visualmente por
el desarrollo de color azul. Todas las incubaciones se realizaron a 20°C.

111.2.4. TECNICAS GENETICAS
111.2.4.1. Eleccién de los marcadores genéticos

Para la eleccion de los marcadores, se comenzé por realizar una
biusqueda bibliografica de secuencias de genes que pudieran resultar
adecuados al objetivo de este trabajo. Interesaban genes con regiones
conservadas en diferentes especies para amplificar el mismo fragmento de
ADN en todas ellas, pero a la vez, que tuvieran suficientes diferencias como
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I.- Amtigeno (muestra de pescado)
adsorbido a la paleta (1 ml).
|

Incubacién 15 mun, 20°C

2.- Anticuerpos policlonales frente a
proteinas musculares solubles (1 ml)

Incubacion 15 min, 20°C

3.- Conjugado (anticuerpo anti-lg G-
peroxidasa) (1 ml)

Incubacion 15 min, 20°C

4.- Adicion del sustrate enzimético
(Lml)

!

.- Apreciacién del color (15-20 min) |

Figura 14. ELISA indirecto en paletas para la identificacion rapida de especies
de pescado ahumado utilizando anticuerpos policlonales.
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para distinguir una especie de otra.

Finalmente se eligieron tres gemes mitocondriales (citocromo b,
citocromo oxidasa 11 y 16S ARNr) y dos genes nucleares (55 ARNry p33).

II11.2.4.2. Diseiio de cebadores

Los cebadores utilizados para amplificar los marcadores genéticos
elegidos se exponen a continuacion:

I112.4.2 1. Gen Citocromo b

CYTB-1: 5-CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA-3"(26
nucledtidos, Tm = 69°C)
CYTRB-2: 5-CCC CTC AGA ATG ATA TTT GTC CTC A- 3" (25
nucledtidos, Tm = 67°C)

Estos cebadores fueron disefiados por Barlett y Davidson (1991), para
la amplificacion de una region conservada del gen citocromo b en especies de
tintdos.

La sintesis de los oligonucledtidos CYTB-1 y CYTB-2 se realizd en el
Centro de Secuenciacion Automatizada de ADN, ubicado en el Departamento
de Microbiologia II de 1a Universidad Complutense de Madnd.

11.2.4.2.2. Gren Citocromo oxidasa I (COIll)

Para disefiar cebadores que amplificaran ¢l gen mitocondrial de la
subunidad I de la citocromo oxidasa (COIl), se buscaron las secuencias de
este gen disponibles en las bases de datos GenBank y EMBL.. A continuacion,
utilizando €l programa PRIME del paquete informatico Genetic Computer
Group (GCG, Universidad de Wisconsin), se disefiaron los cebadores CYTO-1
y CYTO-2 sobre las secuencias disponibles del gen COIll de salmén vy trucha.

Con el programa FASTA del mismo paquete informatico, se
compararon las secuencias de los cebadores diseiiados con toda la base de
datos de secuencias para comprobar la concordancia de éstos con el gen COII
en todas las especies disponibles. La sintesis de los cebadores CYTO-1 y
CYTO-2 la realiz6 una casa comercial (ISOGEN).
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CYTO-1: 5-TCC TTC ATT TTC ACG ACC- 3" (18 nucledtidos)
CYTO-2: 5'-TGC GTC CAT TTT TAC ACC- 3" (18 nucleétidos)

[11.2.4.2.3. Gen 165 ARNr

Los cebadores 165-1 y 165-2, utilizados para amplificar parte del gen
16S ARNI, se disefiaron como se ha descrito en el gen COIl, a partir de las
secuencias disponibles en las bases de datos GenBank y EMBL y utihzando
los programas del paquete informatico GCG.

Las secuencias de nucledtidos de estos cebadores, que fueron
sintetizados por ISOGEN, son:

168-1: 5'-CAC CAC AAC ATA CAT ACC C- 3" (19 nucleotidos)
16S8-2: 5'-CGT TAA ACC CAT AGT CAC AG- 3’ (20 nucleotidos)

M1.2.4.2.4. Genp53

Kusser y col. (1994), disefiaron este par de cebadores basandose en una
region de ADN complementario del gen supresor de tumores p33 de la trucha
arco iris. Los cebadores p53-5 y p53-7 amplifican los exones 5 y 6 de dicho
gen, entre los que se encuentra un Intron.

p33-5: 5°-ACT CGC CAG ACC TGA ACA AG- 37 (20 nucledtidos,
Tm = 57°C)

p33-7: 5°-CTG AGG AGG CTC ATA GGG GA- 3" (20 nucledtidos,
Tm = 59°C)

La sintesis de estos cebadores se realizd en el Centro de Secuenciacion
Automatizada de ADN de la U.C.M.

111.2.4.2.5. Gen 58 ARNr

En los organismos eucariotas superiores, el gen 5SS ARNr consta de una
secuencia conservada de 120 pb y de un espaciador no codificante (NTS) de
longitad variable. Pendas y col. (1995), disefiaron los cebadores que a
continuacion se detallan basandose en la region conservada del gen 5S ARNr
de la trucha arco iris.

58-1: 5°-TAC GCC CGA TCT CGT CCG ATC- 3" (21 nucledtidos,
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Tm = 63°C)
58-2: 5'-CAG GCT GGT ATG GCC GTA AGC- 3’ (21 nucledtidos,
Tm = 63°C)

La localizacion de los cebadores 558-1 y 558-2 en la region codificante
58 corresponde a los nucleotidos 1-21 y 24-435, respectivamente.

El Centro de Secuenciacién Automatizada de ADN de la U.CM.
sintetizo estos oligonucledtidos.

I11.2.4.3. Extraccion del ADN

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron diversos métodos de
extraccion del ADN a partir de muestras de pescado fresco y ahumado. (Laird
y col., 1991; Bartlett v Davidson, 1991; Taggart y col., 1992; DeSalle y col.,
1993).

111.2.4.3.1. Método de extraccion de Laird y col. (1991)

Este protocolo fue descrito por Laird y col. (1991), para el aislamiento
de ADN a partir de tejidos de mamiferos. Para ello se homogeneizaron 100
mg de muestra (tejido muscular) con 500 ul de tampon de lisis (100 mM Tris-
HCl, pH 8,5; 5 mM EDTA; 0,2% SDS; 200 mM CINa) y 200 pg/ml de
proteinasa K. La lisis se desarrolldo a 55°C durante toda la noche y a
continuacion se centrifugé el lisado a 15.000 x g durante 10 min.

El sobrenadante se afiadid a otro tubo que contenia un voliimen igual
de isopropanol y s¢ mantuvo a -80°C durante 30 minutos. E1 ADN precipitado
se separo por centrifugacion a 15.000 x g durante 20 min y se lavé dos veces
con etanol (70%), en agitacion, durante una hora. Tras uma ultima
centrifugacion, se decantd el etanol, se secé al vacio el sedimento y se
resuspendié el ADN en 100 pul de agua estéril.

N1.2.4.3.2. Método de extraccion de Bartlett y Davidson, (1991)

El método fue desarrollado por Bartlett v Davidson (1991), para la
extraccion de ADN de timidos y esta basado en un procedimiento descrito
previamente para el aislamiento de ARN (Chomczynski y Sacchi, 1987). En



este caso, 3,5 g de muestra (tejido muscular) se trocearon y homogeneizaron
con 10 ml de tampén de lisis (4 M tiocianato de guanidina, 25 mM citrato
sddico, 0,5% sarcosyl y 0,1 M 2-mercaptoetanol) y 1,5 ml de acetato sédico 2
M. Posteriormente, se afiadieron 10 ml de fenol saturado en agua y 4 mi de
cloroformo-alcohol isoamilico (49:1). Se agité vigorosamente y se depositd
en hielo durante 15 min. A continuacion, las muestras se centrifugaron a
10.000 x g durante 20 min a 4°C y los sedimentos se lavaron con 5 ml de
etano! (70%) helado. Finalmente, se secé a vacio el sedimento y se
resuspendié en agua estéril.

111.2.4.3.3. Método de extraccion de Taggart y col. (1992)

Este método fue desarrollado por Taggart y col. (1992) para el
aislamiento rutinario de ADN de salménidos y se realizé como se describe a
continuacion: 100 mg de muestra (tejido muscular) se mezclaron con 390 pl
de tampén de lisis (0,2 M EDTA, 0,5% sarcosyl) y 10 ul de proteinasa K (20
mg/ml) y la mezcla se incubé durante toda la noche a 42°C. Terminada la
lisis, se afiadieron 2 pi de ARN-asa (10 mg/mi), se agito la mezcla y se incubo
1 h a 37°C. A continuacion, se afiadieron 400 pl de fenol (equihibrado a pH 8).
Los tubos se agitaron vigorosamente durante 20 s y mas suavemente durante
10 min. Segmdamente, se afiadieron 400 ul de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1) y se agité de la misma manera que con el fenol equilibrado. Se
centrifugaron los tubos a 12.000 x g durante 3 min. La fase acuosa se recogio
con una punta de pipeta ancha para evitar dafiar la molécula de ADN vy se
depositd en un tubo limpio junto con 2 voliimenes de etanol hetado, donde se
dejo precipitar durante 10 min. Posteriormente, se centrifugd y se lavo dos
veces el sedimento durante 1 h con etanol (70%). Finalmente, el sedimento
lavado se dejo secar a temperatura ambiente y el ADN se resuspendio en 100
wul de agua esténl.

111.2.4.3.4. Método de extraccion de DeSalle y col. (1993)

Este método permite extraer ADN total (gendmico v mitocondrial) a
partir de tejidos animales. El protocolo se desarrollé como se describe a

continuacion: 100 mg de tejido muscular u ovarico se homogeneizaron en 500
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ul del tampon de extraccion TSM (0,2 M Tris-base, 0,1 M EDTA, 1% SDS) y
6 pl de proteinasa K (20 mg/ml). Las muestras se incubaron toda la noche a
55°C en agitacion. Después de la incubacion, los tubos se colocaron en hielo
durante 30 min, se centrifugaron a 11.500 x g durante 10 min y los
sobrenadantes se transfirieron a tubos limpios. E1 ADN se extrajo dos veces
con un volumen igual de fenol-cloroformo-alcohol 1soamilico en una relacion
25:24:1, y otra vez con un volumen igual de cloroformo. Seguidamente, el
ADN se precipité con dos voliimenes de etanol a -20°C durante 30 min. Se
centrifugd a 15.000 x g durante 10 min, se descarto el etanol y se resuspendio
el ADN en 500 pl de tampén TE (10 mM Tris-HCI, pH 7.6; 1 mM EDTA). A
continuacion se afiadieron 50 pl de acetato amonico 5 M y 1 ml de etanol
absoluto para precipitar el ADN por segunda vez. Tras invertir varias veces el
tubo, se dejo reposar 20 min a -20°C. Finalmente, se centrifugd a 15.000 x g
durante 10 min, se descarto el etanol, se dejo secar el sedimento de ADN y se
resuspendié en 100 pl de agna estéril. La concentracion de ADN se estimé
midiendo la absorbancia a 260 nm.

I11.2.4.4. Estimacién de la concentracion y calidad del ADN

Para estimar la concentracion de ADN se puede emplear un método
electroforético (analizando 1a muestra problema en un gel de agarosa junto a
patrones de concentracién conocida) y/o un método espectrofotométrico. Para
cuantificar el ADN o ARN espectrofotométricamente se realizan lecturas de
una dilucion adecuada de la muesira a 260 nm (absorbancia maxima de ADN
y ARN) y 280 nm (absorbancia maxima de las proteinas). La lectura a 260 nm
permite calcular la concentracion de acido nucleico en la muestra. Una unidad
de densidad optica (1 D.O.) comresponde aproximadamente a 50 pg/ml de
ADN bicatenario, 40 pg/ml de ADN monocatenario o ARN y a 20 ug/ml de
oligonucleétido monocatenario (Sambrook y col., 1989).

ADN/ARN Absorbancia maxima a 260 nm
Proteinas Absorbancia maxima a 280 nm
Sales minerales Absorbancia maxima a 230 nm

La pureza del ADN se comprucba utilizando las relaciones de
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absorbancia ABS 260/280 y 230/260. Una muestra de ADN pura presenta una
relacion ABS 260/280 comprendida entre 1,8-2,0. Si existe contaminacion
con proteinas o fenol, la relacion serd significativamente menor. La relacion
ABS 230/260 debe estar comprendida entre 0.3 y 0,7.

Por lo tanto, para que nuestra muestra de ADN tenga una calidad
aceptable:

ABS 260/280 = 1,8-2,0
ABS 230/260 = 0,3-0,7

La integridad del ADN obtenido se puede apreciar
electroforéticamente. Para ello, las muestras de ADN se sometieron a
electroforesis en un gel de agarosa D-1 (Hispanlab) al 1,5% disuelta en
tampon TAE (0,04 M Tris-acetato, 0,001 M EDTA) al que se incorporaron
0,5 ug/ml de bromuro de etidio para visualizar el ADN bajo luz ultravioleta.
La banda de ADN extraido se compard con el patron XTIV, marcador de peso
molecular de ADN (Boehringer Mannheim). Cuanto mas integro estd el ADN,
la banda que se observa estd mas defimda y es de mayor tamafio; sin
embargo, un ADN difaminado en el gel y de un peso molecular pequeiio es
un ADN degradado.

1IL.2.4.5. Amplificacion de fragmentos seleccionados de ADN peor la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para amplificar los fragmentos génicos seleccionados (seccidén
111.2.4.1) se utilizo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando
ADN extraido de las muestras de salmén, trucha y palometa (secciéon
111.2.4.3) y los cebadores descritos en la seccion 111.2.4 2.

Las reacciones de amplificacion por PCR se realizaron en tubos de
polipropileno estériles de pared fina y capacidad de 0,6 ml. El volumen final
de cada reaccion fue de 50 pl. La preparacion de las reacciones se realizé en
una campana de flujo laminar equipada con lampara ultravioleta para evitar
contaminaciones. Cada reaccion contenia:
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e Tampén de PCR (Tris-HCI 10mM, pH 8,8; KCl 50 mM y 0,1%
Triton X-100). Suministrado por el fabricante a una concentraciéon
10 veces superior a la de uso.

e CihMg15mM

e dNTPs: 200 pM de cada desoximibonucleotido trifosfato (dATP,
dCTP, dGTP y dTTP).

¢ Cebadores

e ADN

e 2 U de ADN polimerasa DynaZyme I (procedente de Thermus
brockianus)

e Agua esténl (c.s.p. 50 ul)

Las concentraciones de ADN, cebadores y cloruro magnésico se
optimizaron para cada gen y juego de cebadores utilizado y, en todos los
ensayos, se¢ preparaba ademas una reaccion de control negativa que no
contenia ADN. Una vez incorporados al tubo todos los componentes de la
reaccion, se agitaron y se centrifugaron brevemente para depositar la mezcla
en el fondo del tubo antes de introducirlos en el termociclador. La adicion de
aceite mineral no es necesaria, puesto que el termociclador utilizado (mod.
“Progene”, Techne) posee tapa calefactada que evita la evaporacion.

Una vez finalizados los ciclos de temperatura programados, los
productos de PCR se conservaron a 4°C hasta comprobar electroforéticamente
el resultado de la amplificacion. A continuacion, los tubos que contenian
productos de interés se conservaron a -20°C hasta su utilizacion posterior.

A continuacion se muestran las condiciones de la reaccion de PCR para
cada pareja de cebadores:

111.2.4.5.1. Amplificacion del gen citocromo b

Con los cebadores CYTB-1 y CYTB-2 se amplificéd un fragmento del
gen citocromo b de 358 pb a partir de muestras frescas y ahumadas de salmon
atlantico y trucha arco iris.

La reaccion de PCR se preparé incorporando a los componentes
comunes de la mezcla (tampon PCR 10x, Cl;Mg, dANTPs, polimerasa y agua)
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50-1.000 ng de ADN y 10 pmol de cada cebador (CYTB 1y CYTB 2). Una
vez mezclados todos los componentes de 1a reaccion, los tubos se sometieron
a los sigmientes ciclos de temperatura:

94°C  3min  J xI

92°C 1 min
50°C 1 min x30
72°C 2 min

72°C 1omin J xJ

111.2.4.5.2. Amplificacion del gen COIl

La utilizacion de los cebadores CYTO-1 y CYTO-2 permitid
amplificar un fragmento de 464 pb a partir de muestras crudas y ahumadas de
salmoén y trucha.

Cada reaccion de amplificacion contenia 2-20 ng de ADN vy 50 pmol
de cada cebador. Los ciclos de temperatura utilizados fueron:

94°C  3min | xI
94°C 30 seg

49°C 30 seg x35
72°C 1 min

111.2.4.5.3. Amplificacion del gen 165 ARNr

Con la pareja de cebadores 16S-1 y 168-2, se amplificd un fragmento
de 950 pb del gen mitocondrial 16S ARNr a partir de! ADN de muestras
frescas y ahumadas de salmén y de trucha.

Para ello se utilizaron 20-50 ng de ADN y 50 pmol de cada cebador en
las reacciones de amplificacion. Los ciclos térmicos empleados en la reaccion
en cadena de la pohimerasa fueron:

94°C 3 min boxt
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92°C 30 seg
55°C 30 seg x35
72°C 1 min

111.2.4.5.4. Amplificacion del gen p53

Utilizando los cebadores p53-5 y p53-7, se amplificd un fragmento de
ADN nuclear, de longitud vanable segin las especies, correspondiente a los
exones 5 y 6 del gen p53. Para ello se necesitaron 1.000 ng de ADN y 50
pmol de cada cebador por reaccion. Las condiciones programadas en el
termociclador fueron:

94°C 3mn  } xl

92°C 1 min
56°C 1 min x35
72°C 2 min

72°C 10 min } x]

11.2.4.5.5. Amplificacion del gen 58 ARNr

La pareja de cebadores 55-1 y 55-2 se utilizé para amplificar varios
fragmentos de ADN nuclear, de longitud vanable segun la especie,
correspondientes al gen 55 ARNr. En este caso, se utilizaron entre 0,1-1 ng de
ADN y 10 pmol de cada cebador. Las condiciones de 1a reaccion PCR fueron:

94°C  3min | xI

92°C 45 seg
65°C 45 seg x35
72°C 45 seg

111.2.4.6. Electroforesis de los productos de PCR

Los productos de la amplificacion por PCR se analizaron por

electroforesis en geles de agarosa para visnalizar y estimar el tamafio de los
fragmentos de ADN.
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La agarosa es un polimero lineal cuya estructura basica es D-galactosa-
3,6-anhidro L-galactosa, extraida de algas mannas. Las moléculas de ADN
(cargadas negativamente) migran a través del gel hacia el anodo cuando se
aplica una corriente altema y tal migracién es inversamente proporcional al
log;o del niimero de pares de bases (Helling y col., 1974). Por ello, las
moléculas con un peso molecular mayor migran mas lentamente que las de
peso molecular inferior.

1.2.4.6.1. Tampones, geles y soluciones empleadas
1. Gel

Se compone de agarosa D-1 (Hispanlab) al 1,5% disuelta en tampén
TAE al que se adicionan 0,5 pg/ml de bromuro de etidio para visualizar el
ADN bajo luz ultravioleta.

2. Tampoén Tris Acetato (TAE)

Tris base 2420 ¢

Acido acético glaciar 57,1 ml
0,5 M EDTA pH 8,0 100,0 ml
Agua milliQ 840,0 ml

3. Solucién de transporte

Azul de bromofenol 0,05% (wiv)
Glhicerol 60,0% (w/v)
Agua destilada resto

4. Pawron 100 bp DNA Ladder (GibcoBRL)

El patron consiste en 15 bandas correspondientes a fragmentos de
ADN que difieren entre ellos en 100 pb, entre 100 y 1.500 pb, mas un
fragmento adicional de 2.072 pb. La intensidad de la banda de 600 pb es
aproximadamente 2 ¢ 3 veces mayor que la del resto.

5. Patrén BioMarker Low (50 pb) (BioVenfures)
Contiene bandas de 1.000, 700, 525, 500, 400, 300, 200, 100 y 50
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pares de bases.

6. Patron Mass Ruler (BIO-RAD)

Consiste en cinco bandas de peso molecular y concentracion conocida:
10 ng de 100 pb; 20 ng de 200 pb; 50 ng de 500 pb; 70 ng de 700 pb; y 100 ng
de 1.000 pb.

7. Patron XTIV marcador de peso molecular de ADN. (Boehringer)

Contiene 15 bandas de fragmentos de ADN con un tamaifio de 100 a
1.500 pb y una banda adicional de 2.642 pb.

111.2.4.6.2. Preparacion del gel

En un matraz Erlenmeyer se disolvié la agarosa en tampon TAE
calentandolo hasta ebullicion en un horno microondas. A continuacion, se
enfrid la solucion hasta una temperatura aproximada de 60°C y se afiadieron
0,5 pg/ml de bromuro de etidio. Finalmente, el gel se virtio en la cubeta de
electroforesis y se introdujo el peine formador de los pocillos.

Una vez que el gel se polimerizd, se retird el peine y se afiadié un
volumen suficiente de tampdn de electroforesis TAE para cubrir totalmente el
gel, quedando asi listo para cargar las muestras en los pocillos.

111.2.4.6.3. Preparacion de las muestras

En cada pocillo del gel se depositaron 8 pl del producto de
amplificacion por PCR mezclados con 2 ul de la solucion de transporte. En
todos los ensayos se reservaba un carril para introducir un patrén adecuado de
tamafio molecular de ADN.

111.2.4.6.4. Condiciones de separacion

Las electroforesis se realizaron manteniendo ¢l voltaje constante (100
V) durante un tiempo de aproximadamente 1 h. Finalizada la electroforesis,
las bandas de ADN del gel se visualizaron en un transiluminador de fuz
ultravioleta y se registraron con un sistema de documentacion de geles,
GelDoc System 1.000 PC (BioRad).
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111.2.4.7. Secuenciacién de los fragmentos de ADN amplificados por PCR

11.2.4.7.1. Purificacion de los productos de PCR

La secuenciacion de los fragmentos de ADN amplificado requicre
purificar previamente la banda de mterés de los productos de PCR para
separar el ADN de restos de agarosa, cebadores y nucledtidos sobrantes. El
procedimiento que se llevo a cabo fue el signiente: 120 pl de producto de
PCR se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa LM-2 (Hispanlab) al
1%, con 1 pg/ml de bromuro de etidio, a 100 V durante 90 min. La banda de
ADN se cortdo bajo luz UV y se purifico utilizando el kit de extraccion
QlAguick Gel (QIAGEN) como se descnibe a continnacion:

— La banda de ADN se incubd durante 10 min a 50°C con 3
volimenes del tampon QG del kit de extraccion.

— Una vez que la mezcla se disolvié y adquirid un color amarillo
(indicador de un pH adecuado), se mezclo con un volimen de
isopropanol igual al del gel.

— A continuacién, se aplico la mezcla en una columna QIAquick
introducida en un tubo de microcentrifuga y se centrifugd durante 1
min a 10.000x g.

— Se descartd el eluato, se afiadieron 0,5 ml de tampon QG a la
columna y se centrifugo de nuevo durante | min a 10.000 x g.

— La columna se lavé aiiadiendo 0,75 ml de tampén PE y
centrifugando durante 1 min.

— Finalmente, la columna se introdujo en un tubo limpio y €l ADN se
ehayo de 1a matnz con 30 pl de agna milliQ esténl y centrifugando 1
min a 10.000x g.

Todos los tampones empleados fueron suministrados por el fabricante
del kit,

La purificacién de los fragmentos amplificados de los genes citocromo
b, citocromo oxidasa II, 16S ARNr, p33 y 58 ARNr se llevo a cabo por este
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método.

111.2.4.7.2. Secuenciacion de los productos de PCR purificados

Los productos de PCR purificados se secuenciaron en el Centro de
Investigaciones Biologicas, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(Madrid) utilizando el cebador CYTB-1 para ¢l gen citocromo b, el cebador
CYTO-1 para el gen citocromo oxidasa 11, los cebadores 165-1 y 168-2 para
el gen 16S ARNr, ya que, debido a la longitud de este gen, fue necesario
secuenciarlo en ambas direcciones y el cebador p53-7 para el gen p33. La
secuenciacion se realizd con el kit dRhodamine Terminator Cycle Sequencing
(Perkin/Elmer) en un secuenciador automatico ABI PRISM modelo 377
(Perkin/Elmer).

La secuenciacion automatica se realiza con un kit que consta de una
mezcla que contiene tampon de la reaccién, cloruro de magnesio,
desoxirribonucledtidos trifosfato (dAATP, dCTP, dGTP y dTTP), la enzima
ADN polimerasa vy didesoxiterminadores marcados con cuatro
diclororodaminas (dR6G, dROX, dR110, dTAMRA), cada una de ellas con
una absorcion maxima a una longitud de onda determinada. A esta premezcla
se afiade el ADN (50 ng) y el cebador. L.a temperatura de hibndacion del
cebador con el ADN diana de la reaccion ha de ser 5°C inferior a la
temperatura de hibridacion del cebador, y la temperatura de elongacion es de
60°C. Los productos de la reaccién se visualizan en geles de poliacrilamida,
en donde cada base se corresponde con una banda de color, y a su vez con un
pico del cromatograma.

111.2.4.8. Analisis informatice de las secuencias de los productos de PCR

Para analizar las secuencias se utilizd el paquete de programas Genetic
Computer Group (GCG), Version 9.0 (Universidad de Wisconsin).

En primer lugar, se utilizd el programa SEQED, que introduce,
modifica y construye secuencias partiendo de otras ya existentes. Con el
programa PILEUP se analizaron las secnencias del mismo gen pertenecientes
a distintas muestras y, con el programa PRETTY, se obtuvo la secuencia
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consenso de todas las secuencias alincadas y se apreciaron las diferencias
entre ellas. Asimismo, se utiliz6 el programa MAP, que indica los puntos de
corte de enzimas de restriccion sobre una secuencia de nucleotidos y traduce
la secuencia de nucledtidos a aminoacidos.

M1.2.4.9. Estudio del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restricciéon (RFLP)

En la mayoria de los casos no fue necesario purificar los productos de

PCR como paso previo a la digestion con endonucieasas de restriccion.

Las digestiones de los genes citocromo oxidasa II, 168 ARNry p53, se
Itevaron a cabo en volimenes de 20 ul con 14 pl de ADN amplificado, la
enzima de restriccion correspondiente y 2 pl del tampon de digestion 10x
recomendado por el fabricante. Las digestiones del gen citocromo b se
realizaron en un volimen total de 30 pl, con 20 ul de ADN, la enzima de

restricciéon correspondiente y 3 pl del tampon de digestion 10x.

Los fragmentos de ADN resultantes se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa MS-8 (Hispanlab) al 3%, con 1 pg/ml de
bromuro de etidio, durante 1 hora a 100 V. El tamafio de los fragmentos se
estimé por comparacion con un marcador comercial de tamafio molecular
(BioVentures).

[11.2.4.9.1. Gen citocromo b

Los productos de PCR obtenidos con los cebadores CYTB-1 y CYTB-
2 a partir de muestras frescas y ahumadas de salmon, trucha y palometa se
diginieron con endonucleasas de restriccion sin ser purificados previamente.
Se utilizaron dos enzimas: Eco RV y Tag 1 (New England Biolabs, Beverly,
USA). Las digestiones se llevaron a cabo con 10 U de enzima por reaccion.

Las reacciones de digestion se incubaron durante 3 horas a 37°C (Eco RV)o a
65°C (Tagq ).

H1.2.4.9.2. Gen citocromo oxidasa Il (COII)

Las endonucleasas Nci 1 y Sau 3Al (New England Biolabs) se
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utilizaron para digerir los productos de PCR del gen citocromo oxidasa 11 de
muestras frescas y ahumadas de salmon atlantico y trucha arco ins. Las
digestiones se realizaron a 37°C durante 3 horas, con 10 U de enzima y
empleando como ADN el producto de PCR sin purificar.

111.2.4.9.3. Gen 165 ARN¥

Las enzimas de restriccion que mostraron polimorfismo entre el
salmon atlantico y la trucha arco iris fueron Hpa 1y Bst Ell (New England
Biolabs). Los fragmentos amplificados del gen 16S ARNr se cortaron sin
purificacion previa con estas dos endonucleasas. Las digestiones con Hpa 1 se
realizaron con 15 U de enzima y las de Bst Ell con 50 U. Las incubaciones
fueron de 15 h a 37°C (Hpa 1) o a 60°C (Bst EH). Los fragmentos de ADN
digerido se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa D-1 (Hispanlab)
al 1,5% en tampon Tris acetato, con 1 pg/ml de bromuro de etidio, durante |
horaa 100 V.

11.2.4.94. Genp53

Los fragmentos de ADN amplificados con los cebadores p53-5 y p53-
7, a partir de muestras ahumadas de salmén y de trucha, se trataron con las
endonucleasas de restriccién Eco RV, Tag 1 y Hinf1 (New England, Biolabs).
Los productos de PCR se digirieron sin purificacion previa, con 10 U (Eco
RV y Tag I) o con 20 U (Hinf'1) de la enzima correspondiente, durante 3 h a
37°C (Eco RV y Hinf1) 0 a 65°C (Taq I).
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IV.l. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE
A LAS PROTEINAS MUSCULARES SOLUBLES DE SALMON
(Salmo salar), TRUCHA (Oncorkynchus mykiss) Y PALOMETA
(Brama raii) AHUMADOS

Para la obtencion de los inmunosueros, se emplearon tres lotes de dos
conegjos que se inmumizaron con los extractos antigénicos obtenidos como se
describe en el apartado 111.2.1.1. La concentracion de proteina de los extractos
antigénicos, determinada por el método de Markwell y col. (1978), fue:

Salmon (PSS): 250 ng proteina/mg de extracto liofilizado
Trucha (PST): 200 pg proteina/mg de extracto liofilizado
Palometa (PSP): 110 pug proteina/mg de extracto liofilizado

Antes de comenzar el protocolo de mmunizacién, se extrajo una
muestra de sangre a los conejos (So), y el suero obtenido se analizé mediante
la técnica del ELISA indirecto frente a los extractos antigénicos de interés
(PSS, PST, PSP). Después de comprobar que ninguno de los conejos
presentaba reactividad inmunologica frente a dichos extractos antigénicos, los
animales se consideraron aptos para su inmunizacion.

Durante la inmunizacién de los conejos se realizaron cinco sangrias
parciales para comprobar si producian anticuerpos frente a las proteinas
musculares solubles de los pescados utilizados como antigenos, asi como para
detectar si existian 0 no reacciones cruzadas con las proteinas musculares de
otras especies de pescado. En lIa sangria parcial S, efectuada a los 20 dias de
la primera inoculacion, se detectd una reaccion inmunologica significativa de
los mnmunosueros frente a sus respectivos extractos antigénicos. En las
sangrias realizadas a los 41, 62, 97 y 122 dias, se aprecié un incremento
significativo de la respuesta inmunoldgica de los conejos frente a los extractos
antigénicos de interés, y por ello, a los 130 dias de iniciar el proceso de
inmunizacion se efecmo la sangria final (Sg).

Los inmunosueros procedentes de la sangria final se purificaron
parcialmente por precipitacion con sulfato amonico (ver seccion 111.2.2.4.).
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IV.2. DESARROLLO DE TECNICAS INMUNO-ENZIMATICAS
(ELISA) PARA IDENTIFICAR SALMON (Salmo salar),
TRUCHA (Oncorhynchus mykiss) Y PALOMETA (Brama raii)
AHUMADOS

IV.2.1. VALORACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS
ANTICUERPOS POLICLONALES OBTENIDOS EN
CONEJOS

Mediante un ELISA indirecto se determin6é la capacidad de los
anticuerpos policlonales anti-PSS, anti-PST y anti-PSP, precipitados con
sulfato amonico, para reconocer los extractos antigénicos de salmon atlantico,
trucha arco iris y palometa ahumados.

En primer lugar se determinaron las concentraciones optimas de los
reactivos utilizados en el ensayo, siguiendo la metodologia del ELISA
indirecto descrita en el apartado 111.2.3.1.5. Los resultados obtenidos en
experiencias preliminares indicaron que la dilucion mas apropiada de los
anticucrpos anti-PSS, anti-PST y anti-PSP, asi como 1a del conjugado de anti-
mmunoglobulinas de conejo-peroxidasa era 1a de 1:2.000.

En la Figura 15 se¢ puede observar como todos los anticuerpos
policlonales analizados mostraron una fuerte reactividad cruzada frente a los
extractos antigénicos de especies heterologas. En consecuencia, fales
inmunosueros no s¢ pedrian utilizar para identificar las especies de pescado
ahumado, a no ser que se someticran previamente a un proceso de
purificacion.

Para utilizar estos inmunosueros en un ELISA indirecto e identificar
las especies de interés, los anticuerpos policlonales anti-PSS, anti-PST y anti-
PSP se hicieron especificos de especie mezclandolos con los extractos
antigénicos liofilizados de las especies heterélogas, en un proceso conocido
como neutralizacién. Las concentraciones de los extractos antigénicos que
permiticron climinar las reacciones cruzadas de los inmunosueros se
determinaron experimentalmente como se describe en la seccion 11.2.2.5.
Este es un procedimiento efectivo para eliminar las reacciones cruzadas sin la
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necesidad de utilizar columnas de purificacion por cromatografia de afinidad
que contengan como ligandos los antigenos heterdlogos.

La efectividad de la neutralizaciéon de los anticuerpos anti-PSS, anti-
PST y anti-PSP se observa en la Figura 16. Una vez que los anficuerpos
fueron neutralizados con las proteinas heterélogas, reconocian dmica y
exclusivamente al extracto antigénico frente al cual se produjeron,

IV.2.2. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO PARA IDENTIFICAR
MUESTRAS DE PESCADO AHUMADO

Una vez que se disponia de anticuerpos policlonales especificos de
especie, se puso a punto una técnica de ELISA indirecto en placas para la
identificacion inequivoca de muestras de salmoén, tucha y palometa
ahumadas.

Previamente a su analisis, cada muestra de pescado ahumado se
prepar6 como se describe en la seccion I11.2.3.1.1, para obtener un extracto
liquido de proteinas solubles que, una vez diluido en tampon PBS, se utilizo
como antigeno en la técnica del ELISA mdirecto (seccion I11.2.3.1.5).

Se analizaron muestras de c¢inco marcas comerciales diferentes de
salmon, trucha y palometa ahumadas frente a los anticuerpos policionales
anti-PSS, anti-PST y anti-PSP. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 7, donde se observa que una marca comercial de palometa ahumada no
fue reconocida por ninguno de los tres inmunosueros (anti-PSS, anti-PST y
anfi-PSP). Como se puede apreciar en 1a tabla, los valores de absorbancia de
muestras heterdlogas para cada immunosuero son similares a los valores de los
controles negativos. Por el contrano, las muestras de salmon alcanzan valores
de absorbancia superiores a 1,5 con ¢l mmunosuero anti-PSS, las de trucha
valores superiores a 1,2 con el inmunosuero anti-PST y las de palometa
valores superiores a 2,5 con el suero anti-PSP. En consecuencia, los
resultados obtenidos en el ELISA indirecto permiten identificar claramente
las muestras ahumadas de salmoén atlantico, trucha arco iris y palometa.
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. Inmunosiero
Especie analizada n'  anti-PSS anti-PST  anti-PSP
{denoniinacion comercial)
Salmén 50  1,861£029 03141002 0,293 0,07
Trocha 50 0465+021 1256+035 0,302 20,16
Palometa 29 0253+034 030240,04 2,532 40,12

{ 0,150 40,21 0,173 £0,12 0,256 £ 0,27

* Los resultados se expresan como valores de absorbancia a 450 nm
1) Nimero de muestras analizadas
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1V.2.3. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO EN PALETAS

Las mismas muestras de pescado ahumado que se analizaron por
ELISA indirecto en placas (seccion I11.2.3.1.1) se analizaron mediante el
ELISA indirecto en paletas (seccion I11.2.3.2). Los extractos liquidos de
proteinas solubles se utilizaron en este caso diluidos 1:10 en tampon PBS para
sensibilizar las paletas de los tubos.

En la Figura 17 se muestran los resultados obtenidos al analizar
muestras de salmoén, trucha y palometa ahumadas. El desarrollo de color azul,
resultante de la degradacion del sustrato TMB por la peroxidasa, permitié
comprobar a simple vista la identidad biol6gica de las muestras. Existe una
clara diferencia entre la intensidad de color desarrollada en las muestras
positivas para cada inmunosuero y la alcanzada por los controles negativos y
muestras heterdlogas.

IV.3. DESARROLLO DE TECNICAS GENETICAS PARA LA
IDENTIFICACION DE SALMON (Salmo salar), TRUCHA
(Oncorhynchus mykiss) Y PALOMETA (Brama raii) EN
MUESTRAS CRUDAS Y AHUMADAS

En primer lugar, con el fin de disponer de un mimero suficiente de
copias de fragmentos especificos de ADN, se seleccionaron genes adecuados
y se pusieron a punto técnicas de amplificacion de determinados fragmentos
génicos mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La buasqueda bibliografica de genes apropiados para el objetivo de este
frabajo (identificacion de especies), condujo a la seleccion de tres genes
mitocondriales (citocromo b, citocromo oxidasa II v 168 ARNr) y dos
nucleares (p33 y 58 ARNr). Todos ellos tienen en comiin que determinados
fragmentos de su secuencia de nucledtidos estdn muy conservados entre los
vertebrados. Se consultaron las bases de datos EMBL y GenBank con ayuda
del programa STRINGSEARCH del paquete informatico GCG, para obtener
informacion sobre cada uno de los genes elegidos y se rescataron las
secuencias de salmoén, trucha y palometa disponibles como paso previo al
disefio de cebadores.
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anti-PSS anti-PST anti-PSP

Figura 17. Resultados de un ELISA indirecto en paletas para la
identificacion de muestras ahumadas de (1) salmon, (2) trucha y
(3) palometa, utilizando los anticuerpos policlonales
neutralizados anti-PSS, anti-PST y anti-PSP.
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Iv.3.1. DISENO DE LOS CEBADORES
1V.3.1.1. Gen citocromo oxidasa II (COIN)

Como base para el disefio de cebadores para ia amplificacién del gen
mitocondrial COIl, se utilizaron las siguientes secuencias de las bases de
datos EMBL y GenBank:

129771 Oncorfiynchus mykiss, genoma mitocondrial completo (16.660
nucledtidos)

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

L04501 Saimo salar, (Hardiman y col., 1994), gen mitocondrial citocromo
oxidasa 11 (448 nucledtidos)

Mediante el programa PRIME del paquete informatico GCG, se
obtuvieron un total de 25 parejas posibles de cebadores capaces de amplificar
un fragmento del gen COI en una secuencia de salmén rescatada de la base
de datos GenBank (1J12145). Los parametros introducidos en el programa
PRIME para restringir la biisqueda fueron:

. longitud del fragmento amplificado: 100-900 pb
. Tm: 50-65°C
. diferencia en Tm de los cebadores: < 2°C

A continuacion se analizaron las posibilidades de hibridacion de cada
pareja de cebadores con ¢l resto de secuencias disponibles del gen COIL Asi
mismo, se comprobo mediante el programa FASTA la especificidad de los
cebadores preseleccionados para hibridar con secuencias de genes de la
citocromo oxidasa IL.

Los cebadores que mejor satisfacian las condiciones que se fijaron
como premisas fueron los siguientes:

CYTO-1: 3'-TCC TTC ATT TTC ACG ACC- 3’ (18 nt, Tm = 47°C)
CYTO-2: 5'-TGC GTC CAT TTT TAC ACC-3" (18 at, Tm = 47°C)
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1V.3.1.2. Gen 16S ARNr

Fl disefio de cebadores para amplificar el gen 165 ARNr se realizd de
forma analoga a lo descrito para el gen COII (seccion 1V.3.1.1). Como
secuencia diana en el programa PRIME se utilizo la del genoma mitocondrial
de trucha (1L.29771). Los parametros opcionales seleccionados en el programa
fueron:

»  longitud del fragmento amplificado: 400-1.600 pb
. Tm: 50-65°C
® diferencia en Tm de los cebadores: < 2°C

Igualmente se comprobé la hibridacion de las postbles parejas de
cebadores con una secuencia de salmon atlantico (U12143) y su especificidad
para el gen 16S ARNr.

La pareja de cebadores que mejor cumplia los criterios fijados fue:

16S-1: 5’-CAC CAC AAC ATA CAT ACC C-3" (19 nt, Tm = 51°C)
168-2: 5'-CGT TAA ACC CAT AGT CAC AG- 3" (20 nt, Tm = 53°C)

1V.3.1.3. Genes Citocromo b, 5S ARNry p53

Los cebadores utilizados para amplificar los genes citocromo b, 5S
ARNr y p53 se seleccionaron a partir de los datos disponibles en la
bibliografia existente. En la seccion 11.2.4.2 se muestran las secuencias de los
cebadores seleccionados.

IV.3.2. EXTRACCION DE ADN

De todos los métodos ensayados para la extraccion de ADN de
muestras de pescado (Bartlett y Davidson, 1991; Laird y col., 1991; Taggart y
col., 1992; DeSalle y col., 1993), el que proporcioné ADN de mayor calidad
para su utilizacion en la reaccion de PCR fue el de DeSalle y col. (1993)
(seccion I11.2.4.3.4),

Con el método de extraccion de Bartett y Davidson (1991) se
obtuvieron concentraciones de ADN muy elevadas a partir de las muestras de
trucha y palometa (aproximadamente 5.000 ug/ml), mientras que con las
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muestras de salmén se obtuvieron apenas 700 ug/ml. La relacién de los
valores de absorbancia 260/280 (1,8) y 230/260 (0,4) mostr6 un ADN de
pureza aceptable, si bien, mediante electroforesis en gel de agarosa se
comprobd que el ADN estaba muy degradado (Figura 18-A). Las bandas
obtenidas en los productos de PCR fueron débiles o inexistentes.

La concentracion de ADN obtenida con el método de Laird y col.
(1991) a partir de muestras de salmén y trucha fue de 900 pg/ml, y 450 pg/ml
para las muestras de palometa. Aunque la Figura 18-B muestra que la
integridad del ADN de salmén y trucha era aceptable, los valores de
absorbancia 260/280 (< 1,6) y 230/260 (> 0,7) inducen a pensar que se
extrajeron proteinas y sales junto con el ADN,

El ADN obtenido con el método de Taggart y col. (1992), presentd una
relacion de absorbancias 230/260 que superaba la umidad, por lo que el
método retenia gran cantidad de sales minerales, como el EDTA, que
coprecipita con el ADN e inhibe la reaccién de PCR. El ADN obtenido tenia
una gran integridad (Figura 18-C) y su concentracion fue de 100-300 pg/ml.

Mediante el método clasico de DeSalle y col. (1993), se obtuvo el
ADN en aproximadamente 2 horas y media, tras digerir la muestra durante
una noche. La concentracion de ADN estimada a partir de la absorbancia a
260 nm fue de 500-1000 pg/ml en las muestras de salmon y 300-800 pug/ml en
las muestras de trucha y palometa. La pureza del ADN extraido en las tres
especies se considerd aceptable tras comprobar que las relaciones de
absorbancia ABS 260/280 y 230/260 eran de 1,8 + 0,1 v 0,5 = 0,1
respectivamente. Mediante electroforesis en gel de agarosa se observo que la
integridad del ADN era mayor en las muestras frescas que en las ahumadas y
en las muestras de salmén y trucha que en las de palometa (Figura 19).
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A B C

M 1 2 31 2 31 2 3

600 pb —p

Figura 18. Analisis electroforético del ADN obtenido de muestras
musculares de (1) salmon ahumado, (2) trucha ahumada y (3)
palometa ahumada por ¢l método de (A) Bartlett y Davidson
(1991), (B) Laird y col. (1991) y (C) Taggart y col. (1992). M =
marcador de peso molecular 100 pb.
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525 pb/500 pb

100 pb
50 pb

Figura 19. Anilisis electroforético dei ADN obtenido por el método de
DeSalle y col. (1993), de muestras de tejido muscular de (1)
salmoén fresco, (2) trucha fresca, (3) salmon ahumado, (4) trucha
ahumada, (5) palometa fresca y (6) palometa ahumada. M =
marcador de peso molecular 100 pb.
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1IV.3.3. UTILIZACION DE UN FRAGMENTO DEL GEN

CITOCROMO b COMO MARCADOR GENETICO PARA LA
IDENTIFICACION DE ESPECIES DE PESCADO

1V.3.3.1. Muestras analizadas

El marcador genético citocromo b se utilizé para analizar ADN
procedente de muestras de tejido muscular de salmén, trucha y palometa
frescas y ahumadas.

IV.3.3.2. Amplificacion por PCR y secuenciacion de los fragmentos
amplificades

Los cebadores CYTB-1 y CYTB-2 amplificaron un fragmento de 358
pb del gen mitocondrial citocromo b en todas Jas muestras frescas y ahumadas
de salmoén, trucha y palometa (Figura 20). La amplificacion se llevo a cabo
segun las condiciones descritas en la seccion 111.2.4.5.1.

Los productos de PCR de una muestra de salmon, trucha y palometa
ahumados, purificados como se describio en la seccion 111.24.7.1, se
secuenciaron en Centro de Investigaciones Bioldgicas del CSIC, donde se
utilizd un secuenciador automatico ABI-PRISM 377 y el kit dRhodamine
Terminator Cycle Sequencing como método de secuenciacion. El cebador
utilizado en las reacciones de secuenciacion fue el CYTB-1. Las secuencias
obtenidas se alinearon y se¢ compararon con dos secuencias de salmon
(X76253 y U12146) y otra de trucha (1.29771) de la base de datos GenBank
(Figura 21). En la regién secuenciada (307 nucledtidos, excluyendo los
cebadores) la homologia entre salmon y trucha fue del 93,8% (23 nucledtidos
distintos), entre salmon y palometa fue del 83% (52 nucleotidos distintos) y
entre trucha y palometa fue del 83,4% (51 nucleotidos distintos). Se observo
un polimorfismo intraespecifico del 4,5% en los salmones, del 0,3% en las
truchas y del 0,6% en las palometas. Conviene sefialar que en el caso de las
palometas encontramos dobles picos en un 11% de las posiciones
secuenciadas.
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Figura 20. Analisis electroforético de los productos de PCR del gen
mitocondrial citocromo & de (1) salmén fresco, (2) salmén
ahumado, (3) trucha fresca, (4) trucha abumada, (5) palometa

fresca y (6) palometa ahumada. M= marcador de peso molecular
100 pb.
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Figura 21. Secuencias de ADN de parte del gen citocromo b de dos salmones, dos
truchas y dos palometas alineadas con las secuencias homélogas de
trucha (ndmero de acceso L29771) y de salmon (X76253 y U12146) de
la base de datos GenBank. Las dianas de restriccion de las enzimas Fco
RV (5-GATVATC-3"), Tag 1 (5-TICGA-3) y Nsp 1 (5-
PuGATG!{Py-3") se encnentran sombreadas. Los nucledtidos en negrita
de la secuencia de la trucha indican la posicion de los cebadores CYTB-
1 y CYTB-2 utilizados en la reaccion de amplificaciéon. (~) base no
secuenciada; (.) base igual a la de la secuencia 1L.29771; (N) base no
identificada; Y = T+C; W =T+A; M = A+C; R = A+G.

1 50
L29771 CCTTCTAATA TCTCAGTCTG GTGARACTTT GGCTCACTAC TAGGCCTATG
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Figura 21. (continuacion)
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I1V.3.3.3. Andlisis de restriccién de fragmentos del gem citocromo b
amplificados por PCR (PCR-RFLP)

Las secuencias de salmon, trucha y palometa obtenidas en este trabajo
se compararon para encontrar diferencias que permitieran identificar el origen
especifico de las muestras. En las bases de datos se encontraron asimismo dos
secuencias del gen citocromo b de salmén y una de trucha.

Ul2146 Salmo salar, gen mitocondrial citocromo & (1.214 nucledtidos)
X77525 Salmo salar, gen mitocondrial citocromo b (249 nucledtidos)
129771  O. mykiss, genoma mitocondrial completo (16.660 nucleétidos)

Mediante el programa MAP (GCG) se realizaron los mapas de
restriccion de las secuencias de los fragmentos amplificados de salmén
(Figura 22), trucha (Figura 23) y palometa (Figura 24) y se tradujeron a
aminoacidos las secuencias de nucledtidos. Comparando los mapas de
restriccion de las tres secuencias de salmén con las dos secuencias de trucha y
de palometa y siguiendo criterios de especificidad de especie y disponibilidad
comercial, se eligieron las endonucleasas Eco RV y Tag 1 (New England
BioLabs, Beverly, MA, USA) para analizar las muestras de salmon, trucha y
palometa. No se encontraron diferencias entre las secuencias aminoacidicas
deducidas de las secuencias de nucledtidos de salmon y trucha, pero si se
observaron 6 aminoacidos distintos al comparar dichas secuencias con la
cadena peptidica codificada en los productos de PCR de la palometa.

La Figura 25 muestra los resultados obtenidos en la digestion de los
productos de PCR de muestras de salmon. La presencia de una Unica diana de
restriccion para la enzima Eco RV, dio lugar a dos fragmentos de 105 pb y
253 pb. Sin embargo, la enzima 7ag 1 no corté los productos de PCR del
salmon. Con las endonucleasas Eco RV y Tag I no se encontré polimorfismo
intraespecifico entre las muestras de salmon analizadas.

Los resultados obtenidos en el analisis de restriccién de las muestras de
trucha se muestran en la Figura 26. Los productos de PCR de la trucha no se
fragmentaron con la enzima Eco RV. Sin embargo, la digestion de productos
de PCR de trucha con la enzima 7aq I corrobord {a existencia de una diana de
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Figura 22. Mapa de restriccion y secuencia aminoacidica de un fragmento
del gen citocromo b de Salmo salar (mimero de acceso X76253,
GenBank). Las enzimas seleccionadas (Eco RV) aparecen en
negrita. La diana de restriccion de dicha enzima (5'-GATJATC-
3") se muestra sombreada.
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Figura 22. (continnacion)
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Figura 23. Mapa de restriccion y secuencia aminoacidica de un fragmento del gen
citocromo b de Oncorhynchus mykiss (numero de acceso L29771,
GenBank). La enzima seleccionada (7ag 1) y los cebadores CYTB-1y
CYTB-2 aparecen en negrita. La diana de restriccion de dicha enzima
(5’-TYCGA-3") s¢ muestra sombreada.
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Figura 23. (continuacion)
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Figura 24. Mapa de restriccion y secuencia aminoacidica de un fragmento
del gen citocromo b de Brama raii. La enzima seleccionada (Nsp
1) aparece en negrita. La diana de restriccion de dicha enzima (5'-
PuCATG!Py-3") sc muestra sombreada. Los aminoacidos que
difieren con la secuencia de Salmo salar y Oncorhynchus mykiss
se muestran enmarcados y en negrita.
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Figura 24. (continuacion)
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500 pb

100 pb

50 pb

Figura 25. Perfil de restriccion de los productos de PCR del gen
mitocondrial citocromo b de salmoén, digeridos con Eco RV y Tag
I. Muestras: (1) salmon fresco; (2) salmén ahumado Valkina; (3)
salmén ahumado El Rey Vikingo; (4) salmén ahumado Skandia;
(5) salmén ahumade Dominguez. M = marcador de peso
molecular 100 pb.
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Eco RV

M1 2 3 4 5

500 pb 500 pb >
100 pb 100 pb
50 pb 50 pb

Figura 26. Perfil de restriccion de los productos de PCR del gen
mitocondrial citocromo b de trucha, digeridos con Eco RV y Tag
1. Muestras: (1) trucha fresca; (2) trucha ahumada Skandia; (3)
trucha ahumada Furosalmoén; (4) trucha ahumada Pryca; (5)
trucha ahumada Dominguez. M = marcador de peso molecular
100 pb.
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restriccién que producia dos fragmentos de 168 pb y 190 pb. No se encontro
polimorfismo intraespecifico con ninguna de las dos enzimas ensayadas para
las muestras frescas y ahumadas de trucha anahzadas.

Ninguna de estas dos enzimas (Eco RV y Tag 1) reconocieron puntos
de corte en los productos de PCR de palometa; sin embargo, la enzima Nsp 1
reconocid un punto de corte en los productos de PCR de palometa que
originaron dos fragmentos de 177 y 181 pares de bases, mientras que los
productos de PCR de salmén y trucha no se fragmentaron (Figura 27). Las
muestras de palometa analizadas tampoco mostraron polimorfismo
intraespecifico.

IV.34. UTILIZACION DE UN FRAGMENTO DEL GEN
CITOCROMO OXIDASA 11 (COII) COMO MARCADOR
GENETICO PARA LA IDENTIFICACION DE ESPECIES DE
PESCADO

1V.3.4.1. Muestras analizadas

El marcador genético COII se utilizé para analizar ADN procedente de
muestras musculares de salmon, trucha y palometa frescas y ahumadas, asi
como huevas frescas de salmén y trucha y ahumadas de salmoén.

IV.3.4.2. Amplificacién por PCR y secuenciacién de los fragmentos
amplificados

Todas las muestras de ADN de salmén y trucha sometidas a la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), uotilizando los cebadores CYTO-1 y
CYTO-2 y las condiciones descritas en la seccion 111.2.4.5.2, dieron lugar a
una banda electroforética correspondiente a un fragmento de 464 pb (Figura
28). Sin embargo, no se amplificé ningun fragmento en las muestras de ADN
de palometa sometidas a la reaccion de PCR bajo las mismas condiciones.

Dos muestras de salmon y dos de trucha se seleccionaron al azar con el
fin de secuenciar los productos de PCR obtemidos en dichas especies. Como
paso previo a la secuenciacién, los productos de PCR se purificaron utilizando
un kit comercial para extraer bandas de ADN de geles de agarosa de bajo
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sin digerir  Nsp1

M 1 2 3 1 2 3

500pb

100 pb -

Figura 27. Perfil de restriccion de los productos de PCR del gen
mitocondrial citocromo b obtenidos de muestras de salmon,
trucha y palometa digenidos con Nsp 1. Muestras: (1) salmon
ahumado; (2) trucha ahumada y (3) palometa ahumada. M =
marcador de peso molecular 100 pb.
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Figura 28. Anilisis electroforético de los productos de PCR del gen
citocromo oxidasa 11 (COII) de: (1) salmén fresco; (2) salmon
ahumado; (3) trucha fresca y (4) trucha ahumada. M = marcador
de peso molecular 100 pb.
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punto de fusion (seccién 111.2.4.7.1). Una vez purificados se enviaron al
Centro de Investigaciones Bioldgicas del CSIC. El cebador utilizado en las
reacciones de secuenciacién fue el CYTO-1. En las Figuras 29 y 30 se
muestran los cromatogramas y las secuencias de nucle6tidos correspondientes
a productos de PCR de salmon y trucha. La Figura 31 muestra el resultado de
la comparacion de las cuatro secuencias obtemidas en este trabajo (dos de
salmon y dos de trucha), alineadas junto a otras de las mismas especies que se
obtuvieron de las bases de datos. De los 428 nucledtidos secuenciados
(excluyendo los cebadores) encontramos 37 nucledtidos diferentes (8,7%)
enfre las especies de salmén y trucha. La variacion intraespecifica entre [as
secuencias de nucleétidos de salmén fue del 1,4%, y entre las secuencias de
trucha del 1,2%.

IV.3.4.3. Andlisis de restriccion de fragmentos del gen COII
amplificados por PCR (PCR-RFLP)

Una vez obtenidas las secuencias de nucledtidos de los fragmentos
amplificados de salmon y trucha, se realizaron sus mapas de restriccion y se
tradujeron a aminoacidos para tratar de localizar puntos de corte especificos
que permitieran identificar dichas especies y analizar posibles diferencias en
sus cadenas peptidicas. En la Figura 32 se muestran el mapa de restriccion y
la secuencia aminoacidica de una secuencia de salmon, y en la Figura 33 los
correspondientes a una secuencia de trucha. La comparacién de las secuencias
aminoacidicas de salmdén y trucha puso de manifiesto cambios en dos
aminoacidos, el residuo 33 es lisina en salmén y metionina en trucha,
mientras que el restduo 109 de la secuencia es treonina en salmon y valina en
trucha. Se obtuvieron los mapas de restriccion de todas las secuencias de
salmén y trucha disponibles con ¢! fin de seleccionar enzimas que no
presentaran variacion intraespecifica.

Teniendo en cuenta la disponibilidad comercial de las enzimas y el
analisis de los mapas de restriccion de salmén y trucha, se seleccionaron las
endonucieasas Nci 1 y Sau 3Al como las mas apropiadas para la
diferenciacion de las dos especies.
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Figura 31. Comparacion entre las secuencias de nucledtidos de un fragmento
del gen COH de dos productos de PCR de salmén y dos de trucha
obtenidos en este trabajo, con secuencias de trucha (mimero de
acceso 129771) y de salmon (mameros de acceso Ul2145 y
L04501) obtenidas de la base de datos GenBank. Las dianas de
restriccion de las enzimas Nei T (5'-CCLCGG-3") y Sau 3Al (5'-
LGATC-3") s¢ muestran sombreadas. Los nucleotidos en negrita
de 1a secuencia de la trucha indican la posicion de ilos cebadores
CYTO-1 y CYTO-2 utilizados en la reaccion de amplificacion. (~)
base inexistente; (.) base igual a la de la secuencia 1.29771; (N)

base no identificada.

1 50
L29771 TTCTTCATTT CCACGACCAC GCTCTTATGA TTGTTCTTCT TATCAGCACA
Trucha fresca = = ~rasmsvemans novenvsas P 7 N. N...G.C... oiuiuannnun.
Trucha ahumada @~ ~ ~~~rvrmsrmoms o L N. Noo.N.Cowl cvnannnns T.
012145 00 ~messmmssan s P
L04501 000000 e v e N N e
Salmén ahumado ~~~vsmvsams s e A..NG.Co.. . .iieun-un.
Salmén fresco = ~~amas e CA . ieiiinnnn SR - - N

51 100
L.29771 CTAGTGCTTT ATATCATCGT AGCAATAGTC TCTACTAAAC TTACTAATAT
Trucha fresca 2 [P O A
Trucha ahumada N...N.ooooo tiviianaa Ne vt teinaeer anssaanane aonmsanea A
Ul2145 e et aeaaaas L Coinnne N.A
L04501 0 mmese M N s N A e N N e g e s
Salmén ahumado ...... ... 2o vann. Tos tiienmosan asancasnnas Conunn C.A
Salmén fresco @ L iiiieiih ciaeenns O I o C.A

101 Sau 3AL 150
Lz29771 {

trucha fresca
Trucha ahumada
Ul2145
L04501
Salmén ahumado
Salmén fresco

151 200
L29771 CAGTTATCCT TATTCTCATC GCTCTCCCTT CCCTCCGAAT TCTCTATCTT
Trucha £resca i i in it teaemtanens seannsacen savanearae senmmearan
Trucha ahumada = ..........0 c.o.-. Mt e aamemasaen eeaneeccas ceveesesas
Ulz214s i e Covenn T..T ..C..... C. ....T..... ...T..C...
L04501 000000 e S gt vt g 1t o s nem e C L
Salmén ahumado .. .ceeaa.s Cununn T..T ..C..... C. ....T..... ...T..C
Salmén fresco ... Cuovunn T..T ..C..... C. .t Teue ...T..C
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Figura 31. (continnacion)

201 250
L29771 ATGGACGAAA TTAACGACCC CCACCTTACT ATTAARAGCAA TAGGCCACCA
Trucha fresca =  ....c...- e e e e sae
Trucha ahUmMada = c. it ireer cenvuevine sasassnsas sasacsasas samsnaasns
Uizi14s ... e eaeeTeian. - vacea Go.Too...
L0O4501 e vee"Teanies AL, feie mecaeacana G T ...,
Salmén ahumade ........ O L ve JG.L T
Salmén fresco .. ... DO . GLoWT.. ...
251 300
L29771 ATGATATTGA AGCTATGAAT ATACCGACTA CGAAGATTTA GGCTTTGACT
Trucha fresca = = ..icciccene ceevan vaer e ceee saees veete eaaeeamean
Trucha ahumada = ....iccenve saamans tee eeaaen Neae e mate sesaasenas
Ul1z214s L. Cene tmmenncnns e i ittt d et iaae aeaaaasaan
Lo4s501 ... Cone eemaeannan o
Salmén ahunmado D T
Salmén fresco  ...... Cive tannmns PR M eree eamenaaras
301 350
L29771 CTTACATAGT CCCCACTCAA
Trucha fresca =  ..........
Trucha ahumada =  ..........
Ulz2145 i
L04501 P
Salmén ahumado e
Salmén fresco R
351 400
L29771
Trucha freaca
Trucha ahumada
Ul2145
L04501

Salmén ahumado
Salmén fresco

401 450
L29771 CGTCTCAGCT GAAGACGTCC TTCACTCCTG AGCCGTTCCT TCTTTAGGTG
Trucha fresca = = ....ccuve.. e sane - tren e th eeaanaan . P eesaan ‘e
Trucha ahumada = @ ... .. ...ttt it riines sctnrcorscr stamcnrnssne ransannaas
Ulz2145 A..Teoon.. Wermensere mamessasen ameass C.. Covennnn
L04501 7 Cove wuCuovennnn
Salmén ahumado N Cove «uCunnn
Salmén fresco < S ere e C.v. -.Coln.ou.
451 464
L29771 TAAAGATAGA CGCA
Trucha fresca PR - WA C
Trucha ahumada veaJALLGLL L.
Ul2145 R WS ¢ S
104501 cee BL.GL. oL
Salmén ahumado cesBLLGL, L.

Salmén fresco cee A .GL.
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Figura 32. Mapa de restriccion y secuencia aminoacidica de un fragmento del
gen COIl de Salmo salar (namero de acceso U12145, GenBank).
La enzima seleccionada (Nci 1) aparece en negrita. La diana de
restriccion de dicha enzima (5-CCICGG-3") se muestra
sombreada, v los aminoacidos que difieren con la secuencia de O.

mykiss enmarcados.
Bfal
Ms1lI
Mboll Spel|

t i
ATGCTCTTATGATTGTTCTTCTTATCAGCACACTAGTGCTTTATATCATTGTAGCAATAG

TACGAGAATACTAACAAGAAGAATAGTCGTGTGATCACGAAATATAGTAACATCGTTATC

A L M I VvV L L I 8 T L V L ¥ I I Vv A M V

Hpyl78IIT
CjePI|
Smll ||
Hinfl oot
BsmAT BceB31 TEfil | il Taql
I I | (. |
TCTCTACTAAACTCACTAANAAGTATATCCTTGATTCTCAAGARATCGARAATCGTTTGGA

AGAGATGATTTGAGTGATTNTTCATATAGGAARCTAAGAGTTCTTTAGCTTTAGCAAACCT

s TXK LT? KYILDSQETIETIVWT

Mnli

ApoI|

EcoRI |

Tsp509I]

NspV ||

Taal CjeP1 Taql |
CjePI| CjePI MnlI { MnlZT |

l | i [ b

CTGTCCTTCCAGCAGTTATCCTCATTCTTATTGCCCTCCCCTCCCTTCGAATTCTTTACT

!
I
{

GACAGGAAGGTCGTCAATAGGAGTAAGAATAACGGGAGGGGAGGGAAGCTTAAGAAATGG

v .. P AV I L I L I AL P 35 L R I L Y L
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Figura 32. (continuacion)
BsrDI
BstEIT|
MaeIIX|
Msel HphI |l
VspI RleAI | SimIf
Tsp509I | SimI Msel | |Tsp451)

(. I o I
TTATAGACGAAATTAATGACCCACACCTTACTATTAAAGCAATGGGTCACCARTGATACT

ARTATCTGCTTTAATTACTGGGTGTGGAATGATAATTTCGTTACCCAGTGGTTACTATGA

M D E I ¥NND P B L T I X A MOGHQQWY W

HinfI

BsmFI |

MboIl |

CviJI | ]

PleI| | |

Alul PF£11108T BbsI ({ [ |
CvidJl Eco57T | DdeI | J§ | |
i

| bl [ N
GAAGCTATGAATACACCGACTACGAAGACT TAGGCTTTGACTCTTATATAGTCCCCACCC

CTTCGATACTTATGTGGCTGATGCTTCTGAATCCGAAACTGAGAATATAT CAGGGGTGGG

s ¥ E Y T D Y £E DL GG F D S Y MV P T ¢

Sth1321
BbsI|
MboIl|
Tsp5091 | BslI
MspI H Pf1MI
Ncil |1 Hpyl78III Tagl |
ScrfFI 1§ Bfall Beel | | Clel
MseIl TaqII) 1 Xballl BsmFI | | | Sfcl |
! [ [1 I | I [
AAGACTTAACGLLE CAATTTCGTCTTCTAGAAACAGACCATCGAATGGTTGTCCCTG

377 —mmpmm e :
TTCTGAATTGCE

CAGTTAAAGCAGARAGATCTTTGTCTGGTAGCTTACCAACAGGGAC

p LM P Qg FRILLETTDIHIZRMYVYTZPYV
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Figura 32. (continuacion)
CvidI
Eco57I |
BpulOI | |
DdeI ] |
Hpyl78TIT | |
MboIl [
BsmFI | bl
BseMIT| | P
AatIIf| | il
BbsI{{ | S
BeefIl| | i1
BsaHI {|! | bl
MaeIXl )| | bl
Ciel | 1 | I
CijePI ) JI] | ]
Hgal Bsp24X| | 11 | Pl
HinfI | Alul 1Y Y L [
TEfiI | Cvidr i} + b1 | Pl
Bsp24I | | Thal MspAlI 1| ] | 4 | 1 1
CjePI | | AciI | Bfal PvaIl |t ) 1L 1l
I il ] | I A I Y i1
TAGAATCTCCAATCCGCGTCCTAGTTTCAGCTGAAGACGTCCTTCACTCCTGAGCCGTCC
437 ~——f—m form Fomm e fom e 49¢

ATCTTAGAGGTTAGGCGCAGGATCAAAGTCGACTTCTGCAGGAAGTGAGGACT CGGCAGG

E s p I R V L V S A E

Bsil
BsuleIll
Ddel |
EcoNI||
11
CTTCCTTAGGTGTARAAATGGACGCA

GAAGGAATCCACATTTTTACCTGCGT

3 L & VvV K M b A

D v L. H 8§ W A V P
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Figura 33. Mapa de restriccién y secuencia aminoacidica de un fragmento del gen
COIl de Oncorhynchus mykiss (namero de acceso 1.29771, GenBank).
La enzima seleccionada (Sau 3Al) aparece en negrita. La diana de
restriccion de dicha enzima (5" ~VGATC-3") se muestra sombreada, y los
aminoacidos que difieren con la secuencia de S. salar enmarcados.

BfaTl
Msli
MboII Spell P£11108%I
1 I |
ACGCTCTTATGATTGTTCTTCTTATCAGCACACTAGTGCTTTATATCATCGTAGCAATAG
B257 ~~—mem e ——— e o e o e it fm———— 8316
TGCGAGAATACTAACAAGAAGAATAGTCGTGTGATCACGAAATATAGTAGCATCGTTATC

A L M I VvV L L I 858 T L VvV L ¥ I I V a MV

DpnI
Sau3Al |
Hpyl78III| |
Hpyl178I11 1]
CiePI] i
SmlI 11 i
Hinfl (N b
BsmAT BceB31 TEiX { |1 Tagl ||
Pl

[ I I 11 |
TCTCTACTAAACTTACTAATATGTATATCCTTGATTCTCAAGAAATCGAGATCCTTTGGA

8317 —-—dmmmmmmme fm e $mmm e et o e 8376

AGAGATGATTTGAATGATTATACATATAGGAACTAAGAGTTCTTTAGCT

S T K L TN MY ILDSOQETIETIVWT

Apol

EcoRI

Taal MnlI Tsp5091
CjePI| CjePI | CjePl Hpyl88IX | MnlI

i1 Lo l i !
CTGTCCTCCCAGCAGTTATCCTTATTCTCATCGCTCTCCCTTCCCTCCGAATTCTCTATC

8377 ==t fmm e e o ———— B Rt Femm——————— tr————— 8436
GACAGGAGGGTCGTCAATAGGAATAAGAGTAGCGAGAGGGAAGGGAGGCTTAAGAGATAG

v L. P AV I L I L I A L P S L R I L Y L

CviJIl
Msel Hael
TspS09I | Simi Msel HaelIl

Lo | I |
TTATGGACGARATTAACGACCCCCACCTTACTATTARAGCAATAGGCCACCARTGATATT
8437 ——=mmmmmmam pmmmm e T . fmmmmm e fmmmm e T 8496
AATACCTGCTTTAATTGCTGGGGGTGGAATGATAATTTCGTTATCCGGTGGTTACTATAR

M D E T ND P H L T I K A MG H Q W Y W
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Figura 33. (continuacion)
Bce831
HinfI |
BsmFI | |
MbeIl | |
Alul CvidI | | [
Cvidl P£f11108I PlelIf | | | Smll

1 | (I

GAAGCTATGAATATACCGACTACGAAGATTTAGGCTTTGACTCTTACATAGTCCCCACTC

B497 --~4-———-—=mm Fm—— F—m—————— Fom—m Fo—— t—m——— 8506
CTTCGATACTTATATGGCTGATGCTTCTARATCCGAAACTGAGAATGTATCAGGGGTGAG
s Y E Y T p ¥ E D L 6 F D 8 Y M VvV P T Q
BbsI
MboIl
Tsp509I DpnI
CviJdI | BsmF1I |
HaeI | Hpyl78IIT HaelV|
HaeIIlI | Bfal| HindTI|
CjePIl ScrFI1 [ Xbal|| Sau3AIl]| Cjel
Hpyl78III | EcoRII | | | BsmAI ||| CjePI|||TaqI Sfcl |
[ (I T RN 1HE ] I
AAGATTTAGTGCCAGGCCAATTCCGTCTTCTAGAGACAGATCATCGAATAGTTGTCCCTG
8557 —~—t——=m———— Fommm o ——— o ——— o tme——— 86l6
TTCTARAATCACGGTCCGGTTAAGGCAGAAGATCTCTGTCTAGTAGCTTATCAACAGGGAC
D L i P 6 ¢ F R L L ET D HIRMV V P V
CviJI
Ecob?I |
BpulOI | |
Ddel | |
Hpyl78IIL | |
MbolI ¥
BseMIT | Pk
Alul AatIT| | [
CviJI BbsI| I | |
MspAll BcefI) | 1]
Pvull BseMIT]| | | 1
BsmAI| BsaHI || | 1Pt
HinfI BsmBI| MaeII || [ Pl
TEiXl  Hpyl88I¥ HindI Ddel |[Ciel | || [ [
| | [ [ 1 [ | P11
TAGAATCCCCAATCCGAGTTCTCGTCTCAGCTGAAGACGTCCTTCACTCCTGAGCCETTC
BE1T —=—pmmmmmm e fomm e Fmmrmm— e pummm——— T e 8676

ATCTTAGGGGTTAGGCTCAAGAGCAGAGT CGACTTCTGCAGGAAGT GAGGACTCGGCAAG

FE $s P I RV ILLb V 35 A E D V
BslI
EcoNI |
|
CTTCTTTAGGTGTAAAGATAGACGCA
et ST e 4=
GAAGAAATCCACATTTCTATCTGCGT

5 L G V K M D A

L H s W A V P
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Las secuencias de salmén presentan un dmico punto de corte para la
enzima Nci 1, mientras que en las de trucha no aparece ningiin punto de corte
para esta enzima. Asimismo, las secuencias de salmén carecen de los dos
puntos de corte que presentan las de trucha para la enzima Sau 3AL

Las digestiones de los productos de PCR del gen COIl de salmén y
trucha con las enzimas Nci 1y Saun 3AI se realizaron en un volimen total de
20 i, con 14 ul de ADN y 10 U de enzima, como se describio en la seccién
111.2492. Los fragmentos resultantes de la digestion se separaron
electroforéticamente en un gel de agarosa MS-8 al 3% en tampon TAE.

En la Figura 34 se muestran los resultados del analisis de restriccion de
los productos de PCR de muestras musculares frescas de salmoén y trucha. La
diana de restriccion de la enzima Nci 1 presente en muestras de salmon dio
lugar a la formacion de dos fragmentos de 133 pb y 331 pb. Como se
esperaba, la enzima Nci I no cortd los productos de PCR de Ia trucha arco ins.
La digestion de los productos de PCR de muestras de trucha con la enzima
Sau 3AL originé tres fragmentos (de 108 pb, 127 pb y 229 pb) debido a la
presencia de dos dianas de restriccion. Sin embargo, esta enzima no cortd los
productos de PCR de salmoén.

Cuando se utilizaron huevas frescas de salmon atlantico y trucha arco
iris como material de partida para 1a extraccion del ADN, los productos de
PCR obtenidos con los cebadores CYTO-1 v CYTO-2 mostraron el mismo
tamafio que los obtemidos de muestras de tejido muscular. Asimismo, los
perfiles de restriccion obtenidos con las endonucleasas Nci I y Sau 3Al a
partir de los productos de PCR de hnevas frescas foeron idénticos a los
obtenidos a partir del tejido muscular. Sin embargo, ninguna de las tres
muestras comerciales de huevas ahumadas analizadas coincidié con el perfil
de restriccion de las huevas de salmoén atlintico frescas, a pesar de que
estaban etiquetadas como “huevas de salmén ahumadas™ (Figura 33, lineas 5,
6 v 7). El perfil de 1a muestra 5 coincide con el de Oncorhynchus mykiss,
mientras que los perfiles de las muestras 6 y 7 no se comresponden con
ninguna de las dos especies estudiadas.
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M1 2 34 56 7 8 9101112 M

100 pb |

Figura 34. Perfil de restriccion de los productos de PCR del gen COII
obtenidos de muestras de salmon fresco (1-3); salmon ahumado
(4-6); trucha fresca (7-9) y trucha ahumada (10-12). Muestras 1,
4, 7y 10 sin digerir; 2, 5, 8 y 11 digeridas con Nci I; 3, 6, 9y 12
digeridas con Sau 3Al. M = marcador de peso molecular 100 pb.
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Nci 1 Sau 3A1

1 2 34567 M123 452¢6 7

Figura 35. Perfil de restriccion de los productos de PCR del gen
mitocondrial COIl obtenidos de muestras de (1) salmon fresco;
(2) trucha fresca; (3) huevas frescas de salmon; (4) huevas frescas
de trucha y (5, 6 y 7) huevas ahumadas de salmoén. M= marcador
de peso molecular 100 pb.



IV.3.5. UTILIZACION DE UN FRAGMENTO DEL GEN 16S ARNr
COMO MARCADOR GENETICO PARA LA
IDENTIFICACION DE ESPECIES DE PESCADO

1V.3.5.1. Muestras analizadas

El marcador genético 16S ARNr se utiliz0 para analizar ADN
procedente de muestras musculares de salmon, trucha y palometa frescos y
ahumados, de las huevas frescas de salmén y trucha y ahumadas de salmoén.

IV.3.5.2. Amplificacién por PCR y secuenciacién de los fragmentos
amplificados

El analisis electroforético de los productos de PCR obtenidos con los
cebadores 16S-1 y 165-2, tal y como se describe en la seccion 111.2.4.5.3,
permitié comprobar que en todas las muestras frescas y ahumadas de salmon
y trucha se amplificaba un fragmento de ADN de 950 pb (Figura 36). Por el
contrario, utilizando el ADN extraido de las muestras de palometa no se
amplifico ningin fragmento.

Los productos de PCR del gen 165 ARNr de una muestra de salmon y
otra de trucha se purificaron segin se describe en la seccion 111.2.4.7.1, y se
secuenciaron en el Centro de Investigaciones Biologicas del Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas. De cada muestra secuenciada se obtuvieron
dos cromatogramas, uno utilizando el cebador 16S-1 y otro con el 16S-2. La
secuencia parcial obtenida con el cebador 16S-1 se superpuso con la inversa y
complementaria de la obtenida con el cebador 16S-2 para obtener la secuencia
completa de cada producto de PCR. Mediante un analisis detallado de los
cromatogramas se frataron de identificar las bases que el secuenciador
automatico dejo como indeterminaciones (N).

La Figura 37 muestra la alineacion y comparacion de las secuencias de
salmoén y trucha ahumados obtenidas en este trabajo junto a las secuencias de
salmon (U12143) y de trucha (L29771) extraidas de la base de datos
GenBank. En los 911 nucledtidos amplificados {(excluyendo los cebadores) se
observé un porcentaje de homologia entre ambas especies de 95,2%. El
polimorfismo intraespecifico del salmon fue de 1,2% v el de Ia trucha 0,9%.
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100 pb

Figura 36. Analisis electroforético de los productos de PCR del gen
mitocondrial 16S ARNr de (1) salmén fresco, (2) salmon
ahumado, (3) trucha fresca, (4) trucha ahumada (5) palometa
fresca y (6) palometa ahumada. M = marcador de peso molecular
100 pb.
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Figura 37. Secuencias de ADN de parte del gen 168 ARNr de un salmon y

L29771
Trucha
Salmén
Ul2143

L29771
Trucha
Salmén
Ul12143

L29771
Trucha
Salmén
U12143

L29771
Trucha
Salmén
Ul2143

L29771
Trucha
Salmén
Ul12143

L29771
Trucha
Salmén
Ul2143

L29771
Trucha
Salmdn
Ui2143

una trucha alineadas con la secuencia homéloga de trucha
(ndmero de acceso 1.29771) y de salmon (namero de acceso
U12143) de la base de datos GenBank. Las dianas de restriccion
de las enzimas Hpa 1 (5-GTTVAAC-3) y Bst Ell (5-
GLGTAACC-3") se muestran sombreadas. Los nucledtidos en
negrita de la secuencia de la trucha indican la posicion de los
cebadores 16S-1 y 16S-2 utilizados en la reaccion de
amplificacién. (~) base inexistente; () base igual a la de l1a
secuencia L29771; (N) base no identificada.

1 50
CACCACAACA TACATACCCC AATAAAACTT AGAATTAAGT CAACAAACCA
fresca @ @ ~mmvesmvoas sscas vy e A eiciaaa B
fresco vemmmssavon wsmswnnnny R B - R
.................... e S U
51 100
TTTTTCCACC TTAGTAGGGG CGACCGAAAA GGAGATAA~T TGAGCAACAG
fresca .. it iiaane o seaens N... N...C..... P I
fresco L i.iiiieaie ceaaen Cove veenGonnnn chWBACL T, e e
................ C. U 2SR, AC T, s i
101 150
BAARAGTACC GCAAGGGGAA GCTGARAGAG AATTGAAATA ACCCATTTAA
fresca = @ .c.iiiiiiean o cevanae 7 R )
fresco Ll iiiaie ieaiaan Aor eiiniea-n. AL C iiiitnneas
.......... ~.. A e
151 200

fresca @ ....... Guor wenmaannas

fresco = ....... B i e iaet cireieeiar meiaeeseae ceaeaeaeas
....... B h i i i e i e ea it m s e e i s aiae aaamamiain csecsearans
201 250
CAGCACACCT GAGCAARGAG AACTTTAGTT TAGGCLCCCG AAACTAGALG
fresca = ..... o A
fresco = ..... N Gt it aes aeiiaaaean
..... & 2 T
251 300
AGCTACTCCG GGACAGCCTA TTGTAGGGCC AACCCGTCTC TGTGGCAAAA
fresca = cLiiiiieih iieienaaa T
Frescc L. iiiieier saseaaenan O
......... T N,
301 350
GAGTGGGACG AGCCCCGAGT AGAGGTGATA AACCTATCGA GCCTAGTTAT
fresca @ ... .ihiiit fieiierase erasenas B M. ciieinirn.
i = o o P Ce it ttmirrcs tmraraaens
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Figura 37. (continuacion)
351 400
L29771 AGCTGGTTGC TTAGGAARTG RATAGAAGTT CAGCCCCCCG GCTTTCTTAG
Trucha fresca = .......... PR | D, v NOUNLL Ll C L T
Salmdn FresSco Lottt iiets tiaeasauae smascsacae saeaana Te .Ciinnnn.
UL2143 i i iaiat eameeemanae waensaseas eeaaasen T. ..C.unvu.n.
401 45Q
L29771 GACCTTAAGG TAAAACTAAT ATTGTCCCAA AGARACCAGH AGRGTTAGTC
Trucha fresca = ..... P T R it einann sasnnann Ge wennnen G.-
Salmén fresco ..... Coves tmaannaas o 7 A..
Ul12143  Ll... o o o A. .......A-.
451 500
L29771 AAAGGAGGTA CAGCTCCTTT GAACRAGGAC ACAACCTTAA CAGGCGGCTA
Trucha £reSCa8 @ i evi i eiere vertenancse seearencne sosscanacs eraena Neee
Salmdén fresco . heee eraaaaaaenn . e anes
U12143 i aeas e e ntaacae teessaaras tesseasaes ameawesuasn
501 Bst EII 550

129771 GO BBCETGTTAC AGTGGGCCTA AGAGCAGCCA
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Salmén fresco LNLLLLTL
30 2 5 S . S A gyt .
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L29771 CCTGCACAGA AAGCGTTABRA GCTCAGACAG ATACAAACCT CTTATCCTGA
Trucha fresca ...... Cine teiennnena faeeraees P
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Uvlz2143 .. Towe wenns et aaeas P (DY ¢ S
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L29771 TAAGARAATCC CACCCCCCTA ACCGTACTAR GCCGTTCCAT GCCCCCATGG
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129771 AAGAGATTAT GCTAGAATGA GTAATAAGAG AGTACAACTC TCTCCCAGCA
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Salmén fresco R S e caaaens P, e
U12143 JY o PP e R = hene e
701 750
L29771 CATGTGTAAG TCGGACCGGA CCCCCCACCG ACAAATAACG AACCCARAACC
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Ul2143 e it creenaaa T G..
751 800
L29771 AAGAGGGAAC TGTAGGCCAG AACAAACACC AAGAAAAACC TACACCAACA
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L29771 CCCACACAGG AGTGCCCCAA GGGARAGACC CAAAGGAAGA
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Figura 37. (continuacion)
851 300
L29771 GARGGAACTC GGCAAACACA AGCCTCGCCT GTTTACCARA AACATCGCCT
Trucha fresca @ . ciei it er teraeserne tannearnaen sssesssnas soranvonns
Salmin £IESCO it it iieice s aitaanien desensasca temcaerena wraeacanan
L -
a0l 950
L29771 CTTGCAAATC AARACATAGA GGT~~CCGCC TGCCCTGTGA CTATGGGTTT
Trucha fresca P G..AG A.GTC..... v e G e
Salmén fresco veaa T oil.- GCNNG A.GNC..... I ¢ i
Uyl2143 e esTeiene cmann A.LAG ALGTC. . T.. o .. .Ciiiinr hiinnaanan
851
L29771 AACG
Trucha fresca e
Salmon fresco e

Ul2143
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IV.3.5.3. Anilisis de restriccion de fragmentos del gen 16S ARNr
amplificados por PCR (PCR-RFLP)

Con ¢l programa MAP se construyeron los mapas de restriccidn de las
secuencias del gen 165 ARNr de salmon y trucha. A partir de ellos (Figuras
38 y 39) se seleccionaron endonucleasas apropiadas para diferenciar las dos
especies de pescado estudiadas.

Como resnltado de la comparacién de los mapas de restriccion de las
secuencias disponibles, y siguiendo criterios de especificidad de especie y
disponibilidad comercial, se eligieron las endonucleasas Hpa 1y Bst ELL

La Figura 40 muestra los resultados obtenidos después de la digestion
de los productos de PCR de muestras musculares frescas y ahumadas de
salmén y trucha. En las secuencias de salmon existe un punto de corte para la
enzima Hpa 1, dando lugar a dos fragmentos de 804 pb y 146 pb. Sin
embargo, en las secuencias de trucha no hay ninguna diana de restriccion para
la enzima Hpa 1. Asimismo, la enzima Bst? Ell corta los productos de PCR de
trucha, onginando dos fragmentos de 513 pb y 437 pb, mientras que los
productos de PCR de salmon permanecen ialterados. Estos resultados,
detectables por electroforesis en gel de agarosa, corroboran perfectamente los
mapas de restriccion de las secuencias de ADN disponibles y confirman la
ausencia de polimorfismo intraespecifico entre las muestras analizadas.

La Figura 41 muestra el analisis de restriccion de los productos de PCR
del gen 16S ARNr obtenidos a partir de huevas frescas de salmoén y trucha y
huevas ahumadas de salmén. Los resultados obtenidos coinciden con los de
tejido muscular en el caso de huevas frescas de salmoén y trucha (Figura 41,
lineas 3 y 4). Sin embargo, igual que sucede con el gen COIl, los perfiles de
huevas de salmén ahnmadas (Figura 41, lineas 5, 6 y 7) no coincidieron con el
perfil de restriccion de las muestras frescas.
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Figura 38. Mapa de restriccion de un fragmento del gen 165 ARNr de Salmo
salar (momero de acceso U12143, GenBank). La enzima

seleccionada (Hpa 1) aparece en negrita y su diana de restriccion (5'-
GTTYAAC-3") se muestra sombreada.

BscGI
HincII Ddel BslI |
Msel Ddel | 5thi32T | Rsal |

I | ! (. [
CTATAAAACTTAAAACTAAGTCAACAAACCATTTTTCCACCTTAGTACGGGCGACGGAAA

1138 -—4~=r=me Frm e Fom ittt A Fmm
GATATTTTGAATTTTGATTCAGTTGTTTGGTAARAAGGTGCGAATCATGCCCGCTGCCTTT

Alul
Acil Cvidl
Tspb09I Rsal ) MwoI

| P Pl
AGGAARCAATTTGAGCAACAGAAAAAGTACCGCAAGGAAAGCT GARAGAGAAATGARACA
e e o o m e - Fmmm e Fmmmme
TCCTTTGTTAAACTCGTTGTCTTTTTCATGGCGTTCCTTTCGACTTTCTCTTTACTTTGT

CviJdI
SfaNI |
NlaIII | ]

Bfal Hin4l Hpyl78I11 | |
Cvidl | HindT ] RcaIl | | |} |
| Msel | Rsal CviRI | { | | |
I

Msel |
I [ [ ] ; R T O B

ACCCATTTAAGCCTAGAAAAGCAGAGATTAAATCTCGTACCTTTTGCATCATGATTTAGC

1258 —=4=romwe———— From——————— e et e ——— fom o= 1317
TGGGTARATTCGGATCTTTTCGTCTCTART TTAGAGCATGGAAAACGTAGTACTARATCG
NgoGV Hpyl78III
NlaIV MspTI|
CviJI| BsaWli |
HaellIIl BspEI|!
5thl321 Eco01091) | Bfal Alul il
CacBI Aval | Sau%96I|) 3thl32I CviJl )1
[ [ | [ 1] | | il
CAGCAAACCCGAGCAMAAGAGAACTTTAGTTCAGGCCCCGAAACTAGACGAGCTACTCCGE
1377

1318 -—4=-—=m===—= o Fmmm Fom e Fom e
GTCGTTTGGGCTCGTTTCTCTTGAAATCARGT CCGGEGCTTTGAT CTGCTCGAT GAGGCT
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Figura 38. (continnacion)
CviJl Bslil
HaeIII Sthi32r
Sau96TI | Mnll |
BslI | | BsmAT Aval! }
CjePI | | 1 BsmBI BanlI]| |
FEcoNT | {1 Sthi3Z1] Bspl2g8o6I| i
CviJl | 1 { | BscGI || CjePI CvidI ||
{

! N I b

ACAGCCTATTATAGGGCCAACCCGTCTCTGTGGCAARAGAGTGGACGAGCCCCGAGTAGA

1378 ——d4——m———— Fomm o e

e fomm e 1437

TGTCGGATAATATCCCGGTTGGGCAGAGACACCGTTTTCTCACCTGCTCGGEGCTCATCT

Bfal
CvidI |
MaeIll Tagl | 1 Alul BpulOI
Tspd5I HphI | [ CvidI Ddel
1 I P ! I

CviJI
!

GGTGACAAACCTATCGAGCCTACGTTATAGCTGGTTGCTTAGGAAATGAATAGAACTTCAG

1438 ——4m—mmmemm e Hmmmm e fm e fmm

. Fmmm— e 1497

CCACTGTTTGGATAGCTCGGATCAATATCGACCAACGAATCCTTTACTTATC T TCAAGTC

CvidI
Hael Avall
HaeIIl FEcoQl091

BceB3I | Psp5IT

ScrFI| | Sau96l
Bsadl || | SseB8647I BsmFI
EcoRITI |] | Ddel [SmlI {Mnll

CCCCCTGGCCTTCTTAGGACCTCAAGGTAAAACTAACCTTGTCCCAAAGAAACCARGAGA

1498 ~—4=——m—mmmm T — TR fmmmmem

GGGGGACCGGAAGAATCCTGGAGT TCCATTTTGATT GGAACAGGGTTTCTTTGGTTCTCT

MnlT Aluk

Msel | CviJdI
Hin4dI) } Real i AcellI
[ [ f | f

GTTAATCAAAGGAGGTACAGCTCCTTTGAACAAGGACACAACCTTAACAGGCGGCTARGG
1558 —-—t—=m——=muu= Fo— Fem—————— e

———e e — Fm—————— 1557
Sau3Al
BpuldlI i
DdeI |
CvidI| |
FnudHI || ]
Taul || |
Msel AciI) | i
| NN I
G
e e ———— 1617

CAATTAGTTTCCTCCATGTCGAGGAAACTTGTTCCTGTGTTGGAATTGTCCGCCGATTCC
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Figura 38. (continuacion)
Ddel
CvidT | Mwol
HaeIIl | BspMI |
Alwl TspRI | CvidJI BbvI ||
Tsp50971 | Sau9el | | Fnu4HI | CviRI | 1l
bpnl | |bdeI MaeIIl Taal | | | TseI| |RarI | | |
] I

I [ | | [ (11 A
ATCATAATTACTAAGGCAACCTGTTACAGTGGECCTAAGAGCAGCCACCTGCATAGARAG

1618 ~—4m——mmmrm e b F e o ————— fmmm e 1677
TAGTATTAATGATTCCGTTGGACAATGTCACCCGGATTCTCGTCGETGEACETATCTTTC

Hpyl88IX
Ddel |
Alul| | HaelV
CviJdT} | CvidI Mnll |
Msel 1P BseMIl| Hpyl78III|HindI BcefI Taal
|

| [ H Il I ! [
CGTTAAAGCTCAGACAGATATAAGCCTCTTATCCTGATAAAARMATCCTACCCCCCTAACT
1678 ~—d=-—=—r=—m fmmmm e e e Hommem e dmmmmm e 1737

GCAATTTCGAGTCTGTCTATATTCGGAGAATAGGACTATTTTTTAGGATGGGEGGATTGG

Cvidl
Ddel |
Rsal | I N1aIITl ©NlaIIl Bfal MnlI
b 1 | [ | |
GTACTAAGCCGTTCCATGCTCACATGGAAGCGAT TATGCTAGAATGAGTAATAAGAGAGG
1738 ~—+————————— e Fom Fom e e 1797
CATGATTCGGCAAGGTACGAGTGTACCTTCGCTAATACGATCTTACTCATTATTCTCTCC

Faul

Sthl32T|

AciT i

Ciel | I

NgoGV | I

NlaIv | i

Avall | | | |

Sau%ei | | |'f

SimI | | [

MspIl | | | [

NlalIT BsaWI] | | | i

Nspl AvalIl (| | | | I

BplI| RsrII (1 | [ | i

Ciel Af1TITI || Sau96I || | | | [

Hind4l | Mmel BspLUL1lI | {Hpy188IX] || | (| | i

[ 1 | [} I I O I I I [
ACAACTCTCTCCCAGCACATGTGTAAGTCGGACCGGACCCGCCACCGACAAATAACGAAT

1798 ——+4-———————- Fomm Fom Frmmm————— tmmm e m e 1857
TGTTGAGAGAGGGTCGTGTACACATTCAGCCTGGLCTGGGCGETGGCTGTTTATTGCTTG
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Figora 38. (continuacion)
Cvidl
CvidJIl Taal i
MnlI | sfeIl

[ It I
CCAAGCCAAGAGGGAACTGTAGCCCAGAACAAATACCGAGAAAAACCTACATCAACAAAT

1858 ~—4——=—w——mm Fomm e T e e e 1917
GGTTCGGTTCTCCCTTGACATCGGGTCTTGTT TATGGCTCTTTTTGGATGTAGTTGTTTA

Rleal

BsiHKAT |

HincIT Bspl2861 |

Bpal Msl1lI [
MseI)] Bsll | ]| Earl MboII

GEARTEFGGGTGTGTCCTCACGAGTGTCCCTTTCTGGATTTCCTTCTCTTCCTTGAGCCG

Avall

Eco0l1091

Tthl11II BsmFI PspSIT
CvidTl IMnlI MnlI MnlI Sau9el

I | I ! | 1
AAACACAAGCCTCGCCTGTTTACCAARAACATCGCCTCTTGTAAATCAAAACATAAGAGG
1978 —=4—m-emmmem fmm e e A o Ao 2037

TTTGTGTTCGGAGCGGACARATGGTTTTTGTAGCGGAGAACATTTAGTTTTGTATTCTCC

Maelll
TspdSI
Faul |
5th1321( |
CacBI ] |
AciI [ I
NgoGV | | |l |
NiaIv | ([ Msel
| I I I !
TCCCGCCTGCCCTGTGACTATGGGTTTAACG
2038 —~——F-——————m o ——— Fommm———— 2068

AGGGCGGACGEGACACTGATACCCAAATTGC
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Figara 39. Mapa de restriccion de un fragmento del gen 16S ARNr de

Oncorhynchus mykiss (numero de acceso L29771, GenBank). La
enzima seleccionada (Bst EIl) aparece en negrita y su diana de

restriccién (5-G{GTAACC-3") se muestra sombreada.

Msel
Tsp5081 |
DdeI |  |Hinc¢II bdel BslI BsiEIL
[ (S| [ { | {
CAATAAMACTTAGAATTAAGT CAACAAACCATTTTTCCACCTTAGTAGGGEGCGACCGAAA
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Tsp509T | Rsal | CviJI Tsp509I
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TCCTCTATTAACTCGTTGTCTTTTTCATGGCGTTCCCCTTCGACTTTCTCTTAACTTTAT
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CviJI|
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ACCCATTTAAGCCTAGAGAAGCAGAGATTAAATCTCGTACCTTTTGCATCATGATTTAGC
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TGGGTAAATTCGGATCTCTTCGTCTCTAATTTAGAGCATGGAAAACGTAGTACTAAATCG

NgoGV
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CviJI] CviJIl
HaelIII) Sth1327 | Ncil
BpulOl Eco0109T1 | Bfal | | ScrFI
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I ] L1 I Lo I

CAGCACACCTGAGCAARAGAGAACTTTAGT TTAGGCCCCCGAAACTAGACGAGCTACTCCG
2318 == e Fmm - Fomm Fmmm Fomm -

GTCGTGTGGACTCGTTTCTCTTGARATCAAATCCGGGGGCTTTGATCTGCTCGATGAGEC
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Figura 39. (continuacion)
Cvidl
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CAGCCCCCCGGCTTTCTTAGGACCTTAAGGTAARACTAATATTGT CCCAARGRANCCAGG
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GTCGGGGGGCCGARAGAATCCTGGAATT CCATTTTGATTATAACAGGGTTTCTTTGGTCC
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Figura 39. (continuacion)
BpulQl
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Cvidl|
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TCGCAATTTCGAGTCTGTCTATGTTTGGAGAATAGGACTATTCTTTAGGGTGGGGGGATT
NlaIll
Bsadl |
BstD5I |
CvidJdl EarI I
Ddel | Necol f
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b ! ! { t | !
CCGTACTAAGCCGTTCCATGCCCCCATGGAAGAGATTATGCTAGAATGAGTAATAAGAGA

2738 ~—4-———m———o Fomm Fommm e Fmm— Fr—mm————= +o—————-
GGCATGATTCGGCARAGGTACGGGGGTACCTTCTCTAATACGATCTTACTCATTATTCTCT
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Figura 39. (continuacion)
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CATGTTGAGAGAGGGTCGTGTACACATTCAGCCTGGCCTGGEGGETGGCTETTTATTGCT

CviJl
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Mnll Sfcl| | TthlllIT
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| [ | | i | I
GCAAACACAAGCCTCGCCTGTTTACCAARAACATCGCCTCTTGCAAAT CARAACATAGAG
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3038 ——4-——mm—mm R A inky o 3068
CAGGCGGACGGGACACTGATACCCAAATTGC
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sin digerir  Hpal Bst Ell

M 12 3 4 5 6 7 8 9 10 M

100pb —»

Figura 40. Perfiles de restriccion de los productos de PCR del gen 165
ARNr obtenidos de muestras de salmon atlantico y trucha arco
iris. Muestras: (1, 3, 7) salmoén fresco, (2, 5, 9) trucha fresca, (4,
8) salmén ahumado y (6, 10) trucha ahumada. M= marcador de
peso molecular 100 pb.
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Hpal Bst EII

1 2 3 45 6 7TM12 3 4 8§ 6 7

Figura 41. Perfil de restriccion de los productos de PCR del gen
mitocondrial 16S ARNr obtenidos de muestras de (1) salmon
fresco, (2) trucha fresca, (3) huevas frescas de salmon, (4) huevas
frescas de trucha y (5, 6 y 7) huevas ahumadas de salmon. M=
marcador de peso molecular 160 pb.
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IV.3.6. UTILIZACION DE UN FRAGMENTO DEL GEN p53 COMO
MARCADOR GENETICO PARA LA IDENTIFICACION DE
ESPECIES DE PESCADO

IV.3.6.1. Muestras analizadas

El marcador genético nuclear p53 se utilizo para analizar ADN de
muestras de tejido muscular fresco y ahumado de salmon, trucha y palometa.

IV.3.6.2. Amplificacién de los exones 5 y 6 del gen nuclear p53 y
secuenciacion de los fragmentos amplificados

Utilizando los cebadores p53-5 y p53-7 y las condiciones de la
reaccion de PCR descritas en la seccion 111.2.4.5 4 se amplificé un fragmento
de 532 pb en todas las muestras de salmén analizadas, mientras que con las
muestras de trucha se obtuvo un fragmento de 518 pb (Figura 42). Con las
muestras de palometa no se consiguié amplificar ningin fragmento.

Los productos de PCR de una muestra de salmon y otra de trucha, una
vez purificados (ver seccion 111L2.4.7.1), se enviaron al Centro de
Tnvestigaciones Biologicas del CSIC para ser secuenciados ufilizando el
cebador p53-7. En la Figura 43 se muestra 1a alineacion de dichas secuencias
con una secuencia de trucha arco ins (Kusser y col, 1994). Mediante la
comparacion de la secuencia de trucha con las bases de datos se pudo
identificar la region comprendida entre los nucledtidos 194 y 420 como
intrén, mientras que los nucledtidos 1 a 193 corresponden al exén 5 y de las
posiciones 421 a 533 al exdn 6. Las diferencias detectadas entre las dos
secuencias de trucha se reducen a la insercién de una timina en la regiéon del
intrdn. Sin embargo, Ia comparacién de la secuencia de salmén con las de
trucha muestra diferencias de tamafio y secuencia en el intrén y una

homologia en las regiones correspondientes a exones (excluyendo cebadores)
del 98,5%.
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525 pb/500 pb

100 pb
50 pb

Figura 42. Andlisis electroforético de los productos de PCR del gen p33 de
(1) salmén ahumado, (2) trucha ahumada y (3) palometa
ahumada. M = marcador de peso molecular 100 pb.
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Figura 43. Secuencias de ADN de parte del gen p53 de un salmon y una
trucha alineadas con la secuencia homéloga de Oncorhynchus
mykiss (Kusser y col., 1994). Las dianas de restriccion de las
enzimas Fco RV (5'-GATVATC-3"), Hinf I (5-GLANTC-3") y
Tag 1 (5-TLCGA-3"), y el intron se encuentran sombreados. Los
nucledtidos en negrita de la secuencia de la trucha indican Ia
posicion de los cebadores p53-5 y p53-7 utilizados en Ia reaccion
de amplificacion. (~) base no secuenciada; (.) base igual ala de Ia
secuencia de Kusser y col. (1994); (N) base no identificada.

1 50
Kusser ACTCGCCAGA CCTGAACAAG TTGTTCTGCC AGTTGGCGAA GACTTGTCCA
Trucha@ = ot i it et e tivernonns ssensssnse saensessse saseassans
Salmdn i iiiiier i e eae A raesraas - Bev tirirranna

51 100
Kusser GTTCAGATCG TGGTGGACCA CCCTCCTCCT CCTGGGGCAG TGGTACGAGC
Truchd = = @ v iseesnns stamosenans S et metasa stestamtaa eeaeaaesee
Salmén = i .iee.en b P e vt tettaas iseeaieaae amsamraans

101 150
Kusser CCTGGCCATC TATAAGAAGC TGAGTGACGT GGCTGACGTG GTGAGACGCT
TrucCha = i ittt ere erasmnsasne sesnsanees svasnsanone naonasnens
Salmdn 00 il iiee draeraen Wt e eaate seasraster eeaamtaaes

151
Kusser GCCCTCACCA CCAGAGCACC AGCGAGAACA ATGAAGGTAC ACAA
TEUCRA = sttt atrens ssnamtsane wosnssncne scovanenns
SalmOn i i i et e e saerae sareasvaan e raeeran

201 250
Kusser e o L o R g
Trucha
Salmén
Kusser
Trucha
Salmén

Tagl

301 350
Trucha
Salmén

Hinf1
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Figura 43. (continnacion)

351 Eco RV 7 400
Kusser . S N . o s
Trucha
Salmén

450

Kusser GTCCTGCCCC GCGAGGTCAC CTGGTCAGAG
Trucha = S st i vieiie s asrnasens wereantans vanas .
Salmdn 0 AR i i R R AT NN e e e eaeaans aeeaeraana . .

451 500
Kusser TTGAGGGGAA CCAGCGATCA GAGTATATGG AGGATGGTAA CACTCTGAGA
Trucha = @ it e ittt rs s teasnsnns csnsrasnns oaaens . ettt
SEWE ;. To) 2 T B it merere nrereenaan NaL..

501 533
Kusser CACAGTGTGC TCGTCCCCTA TGAGCCTCCT CAG
Trucha Rt e et e et t L T L R e
Salmén vaNeovoons I I e et
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1V.3.6.3. Apndlisis de restriccion de fragmentos del gen nuclear p33
amplificados per PCR (PCR-RFLP)

Mediante el programa MAP (GCG) se realizaron los mapas de
restriccion de las secuencias de los fragmentos amplificados de salmén
(Figura 44) y trucha (Figura 45) y se tradujeron a aminoacidos las secuencias
de nucledtidos. Comparando los mapas de restriccion de la secuencia de
salmon con las dos secuencias de trucha y siguiendo criterios de especificidad
de especie y disponibilidad en el laboratorio, se eligieron las endonucleasas
Eco RV, Hinf 1 y Tag 1 (New England Biol.abs, Beverly, MA, USA) para
diferenciar las muestras de salmén y trucha. La comparacion de las secuencias
aminoacidicas de salmén y trucha puso de manifiesto un cambio en un
aminoacido, el residuo 17 del exén 6 es alanina en salmon y serina en trucha.

En la Figura 46 se muestran los resultados obtenidos tras digenir los
productos de PCR de salmon. Como se puede apreciar, la enzima Lco RV no
cortd los productos de PCR de salmén. La enzima Hinf I reconocié un punto
de corte onginando dos fragmentos de 185 pb y 347 pb y Ia endonucleasa Tag
I reconocio también un lugar de restriccion, produciendo dos fragmentos de
267 pb y 265 pb. En la Figura 47 se observa como la digestion con la enzima
Eco RV de los productos de PCR de trucha originé dos fragmentos de 156 pb
y 362 pb, mientras que las otras dos enzimas (Hinf 1 y Tag 1) no cortaron
ningin producto de PCR de trucha.

IV.3.7. UTILIZACION DE UN FRAGMENTO DEL GEN 5S RNAr
COMO MARCADOR GENETICO PARA LA
IDENTIFICACION DE ESPECIES DE PESCADO

IV.3.7.1. Muestras analizadas

El marcador nuclear 58 ARNr se utiliz0 para analizar ADN de
muestras de tejido muscular de salmén, trucha y palometa ahumados.

IV3.7.2. Amplificacién del gen 58S ARNr y secuenciacién de los
fragmentos amplificados

Utilizando los cebadores 55-1 y 55-2 y la reaccion en cadena de la
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Figura 44. Mapa de restriccion y secuencia aminoacidica de un fragmento del
gen p33 de Salmo salar. Las enzimas seleccionadas (Hinf 1y Taqg 1)
aparecen en negrita. La diana de restriccion de dichas enzimas (5'-
GYANTC-3"y 5-TVCGA-3") y los aminoacidos que difieren con la
secuencia de Oncorhynchus mykiss se muestran sombreados.
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Figura 44. (continuacion)
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Figura 44. (continnacion)
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Figura 45. Mapa de restriccion y secuencia aminoacidica de un fragmento del
gen p53 de Oncorhynchus mykiss. 1a enzima seleccionada (Eco
RV) aparece en negrita. La diana de restriccion de dicha enzima
(5"-GATL{ATC-3") y los aminodcidos que difieren con la secuencia

de Salmo salar se muestran sombreados.
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Figura 45. (continnacion)
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Figura 45. (continuacién)
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Eco RV Hinf1 Taql

100pb >

Figura 46. Perfil de restriccion de los productos de PCR del gen p33
obtenidos de muestras de salmon atlantico digeridos con Eco RV,
Hinf 1 y Tag 1. Muestras: (1) salmén ahumado Valkiria; (2)
salmon ahumado El Rey Vikingo; (3) salmén ahumado Skandia y
(4) salmén ahumado Dominguez. M = marcador de peso
molecular {00 pb.
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Figura 47. Perfil de restriccidn de los productos de PCR del gen p33

obtenidos de muestras de trucha digeridos con Ece RV, Hinfly
Tag 1. Muestras: (1) trucha ahumada Skandia; (2) trucha ahumada
Eurosalmon; (3) trucha ahumada Pryca y (4) trucha ahumada
Dominguez. M = marcador de peso molecular 100 pb.
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polimerasa (PCR), en las condiciones descritas en la seccion 11.2.4.5.5, se
amplificaron fragmentos de ADN de distinto tamafio segun la especie
analizada (Figura 48). Los productos de PCR de muestras de salmén ahumado
dieron lugar a dos fragmentos de 256 pb y 525 pb aproximadamente, las
muestras de trucha ahumada onginaron dos fragmentos de 294 pb y 350 pb
aproximadamente y los productos de PCR de palometa ahumada dos
fragmentos de 450 pb y 550 pb aproximadamente. En cada especie, todos los
individuos analizados dieron lugar al mismo perfil de amplificacion.

A pesar que 1a diferente longitud de los fragmentos obtenidos por la
reaccion de PCR permite identificar directamente las muestras de salmon,
trucha y palometa ahumados, se considerdé conveniente comprobar mediante
secuenciacion que los fragmentos amplificados correspondian efectivamente
al gen 58 ADNIr. Para ello, el fragmento de 256 pb de salmon, el de 294 pb de
trucha y el de 550 pb aproximadamente de palometa, una vez purificados (ver
seccidn 111.2.4.7.1), se secuenciaron en ¢l Centro de Investigaciones
Biologicas del CSIC utilizando el cebador 55-1. En la Figura 49 se muestra la
alineacion de dichas secuencias con la secuencia publicada de salmon
atlanbco (Pendas y col., 1994). En la region codificante (120 pb) las
secuencias de trucha y palometa eran igunales y solo se apreciaron dos
nucleétidos diferentes entre éstas y la secuencia de salmén (Pendas y col,
1994), y un nucledtido diferente entre nuestra secuencia de salmon y la
publicada por Pendas y col. (1994). Sin embargo, la region correspondiente al

espaciador muestra notables diferencias en tamafio y secuencia entre las tres
especies.
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525pb/500pb .

100 pb —

50 pb —»

Figura 48. Analisis electroforético de los productos de PCR del gen nuclear
5S ARNr de (1) salméon ahumado Dominguez, (2) salmon
ahumado Skandia, (3) salmén ahumado El Rey Vikingo, (4)
trucha ahumada Dominguez, (5) trucha ahumada Skandia, (6)
tracha ahumada Pryca, (7) palometa ahumada Dominguez, (8)
palometa ahumada Valkina y (9) palometa ahumada Ubago. M=
marcador de peso molecular 100 pb.
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Figura 49. Secuencias de ADN de parte del gen 5S ARNr de un salmon, una

Pendas
Salmon
Trucha
Palometa

Pendas
Salmon
Trucha
Palometa

Pendas
Salmon
Trucha
Palometa

Pendas
Salmon
Trucha
Palometa

Pendas
Salmon
Trucha
Palometa

trucha y una palometa alineadas con la secuencia homéloga de S.
salar (Pendas y col., 1994). Los nucledtidos en negnta de la
secuencia del salmon indican la posicién de los cebadores 55-1 y
58-2 wutilizados en la reaccion de amplificacion. La region
codificante conservada se muestra submrayada.

1 50
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GTCCACGAGG GTGTGCTCTT GCACTATTTC ATCAGCAACA CTGCCTTGTA
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CTTCTCTTCT GTCATCAACA GATGGCGCTG ATGCTTCGTT NGTGGGGACA

151 200
TTAAGCATTT AATGATGAAT TGACTAAATG TCTG~TTTAT CAGACTCACT
..... e
TGAAATATGT GCCCTCGCTT TGAAATAAGT AAGCAAGGTT AGTTTGTATT
GACAGGGCTT TGGATTATGA ATAGTTTAGT TTAGTCTTCT TTTCAAATAT

201 250
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GNATATAAAA CAGACAATTT NCAATTCATC CATTAACAAG GAATAACACA
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Figura 49. (continuacion)

251 300
Pendas ~mmnrnns GAGATTGTTT CTCGCTTACG GCCATACCAG CCTG
Salmon e e e Ceerare sesasrtansa e

Trucha TCCACTTTTT GAGATTGCCT TTC .................
Palometa AAGTTATACA AGTTANAGAA ACATGAAMAT NACAAACACC ATAATTA
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V.1. PRODUCCION DE INMUNOSUEROS Y DESARROLLO DE
TECNICAS INMUNOENZIMATICAS (ELISA) PARA LA
IDENTIFICACION DE SALMON (Salmo salar), TRUCHA
(Oncorhynchus mykiss) Y PALOMETA (Brama raii) AHUMADOS

V.1.1. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

El desarroilo de inmunoensayos requiere disponer previamente de
anticuerpos con especificidad y afinidad adecuadas para el antigeno objeto de
investigacion. La seleccion de los extractos antigénicos utilizados como
inmunogenos y la especie animal empleada en la obtencion de los
inmunosueros determinan, junto a la pauta de inmunizacion, las
caracteristicas de los anticuerpos policlonales obtenidos.

Como antigenos para la obtencion de inmunosueros tiles en la
identificacion de especies se pueden emplear diversas fracciones proteicas.
Varios investigadores (Buchmann y Pedersen, 1994; Oberst y col,, 1993;
Dominguez y col, 1997) han utilizado las proteinas séricas o las
sarcoplasmicas como inmunogenos para identificar especies de pescado en
productos no sometidos a tratamiento térmico. Para la identificacién de
productos tratados por el calor se han empleado otras alternativas, como las
proteinas solubles extraidas de dichos productos (Taylor y col.,, 1994a) o
proteinas termoestables especie-especificas (An y col., 1990; Oberst y col,,
1996).

Dincer y col. (1987), estudiaron ¢l efecto del ahumado en la deteccion
inmunologica de diversas especies animales en productos carnicos, pero no
encontraron una pérdida significativa de determinantes antigénicos de las
proteinas sarcoplasmicas atribuible al proceso de ahumado. Aunque es
improbable que el ahumado en frio del pescado modifique Ia
inmunogenicidad de las proteinas sarcoplismicas, en este trabajo se ha optado
por utilizar como extractos antigénicos las proteinas musculares solubles
extraidas a partir de muestras de salmon (PSS), trucha (PST) y palometa
(PSP) ahumadas (ver seccion 111.2,1.1).
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En la eleccion de la especie animal utilizada para la produccion de
anticuerpos influyen factores como la distancia filogenética con la especie de
que procede el antigeno, la disponibilidad de un niimero suficiente de
animales y la facilidad de manejo. Conejo, cobaya, rata y raton son las
especies mas utilizadas (Harlow y Lane, 1988), aunque la utilizacion de
animales de mayor tamafio, como cerdos, carneros, machos cabrios o
caballos, permite obtener grandes volimenes de inmunosuero y durante
periodos de tiempo mds prolongados. En este trabajo se utilizaron conejos de
raza Nueva Zelanda debido a su ficil manejo y mantenimiento, a que
responden bien a gran variedad de antigenos (Dunbar y Schwoebel, 1990) y a
que permitian obtener un volumen de suero suficiente para los objetivos del
trabajo.

Los conejos se inmunizaron ¢on los extractos antigénicos PSS, PST y
PSP emulsionados con adyuvante de Freund, altermandose inoculaciones
intradérmicas, intramusculares y subcutaneas (ver seccion 111.2.2.1). Los
adyuvantes son preparaciones que aumentan la inmunogenicidad de un
antigeno por mecanismos inespecificos (Rittenburg, 1990). Las inoculaciones
intradérmicas y subcutaneas permiten que la liberacion del antigeno a la
sangre del animal sea lenta y prolongada en el tiempo, mientras que en la
inoculacién intramuscular, la respuesta del sistema inmunolégico del animal
ante e} antigeno es mas rapida y menos duradera (Deshpande, 1996). Cuando
el titulo de los inmunosueros se consideré adecuado, los conejos se
sacrificaron, obteniéndose aproximadamente 400 ml de sangre por animal.
Los inmunosueros resultantes se purificaron parcialmente por precipitacién
selectiva con sulfato amonico (ver seccion 111.2.2.4).

La precipitacion selectiva con sulfato amonico es el método mas
utilizado para ia separacion de las proteinas en solucién y, en particular, para
la separacién de los anticuerpos o inmunoglobulinas del inmunosuero total.
La técmca se basa en afiadir un tampén que contiene concenhtraciones
clevadas de iones fuertemente cargados, como amonio o sulfato, a una
solucién en la que las proteinas se encuentran unidas a las moléculas de agna
formando puentes de hidrogeno. Los tones de amonio y de sulfato compiten
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con las moléculas proteicas por el agua, y las proteinas, al perder su union con
las moléculas de agua, disminuyen su solubilidad y precipitan.

La purificaciéon parcial de los inmunosueros por precipitacion con
sulfato amoénico (Harlow y Lane, 1988) presenta las siguientes ventajas:

o La molanidad de la solucién saturada de sulfato amoénico es
suficientemente elevada como para producir la precipitacion de casi todas las
proteinas, a las que protege frente a la desnaturalizacion, previniendo ademas
el crecimiento microbiano.

s FEs un método econémico, sencillo y aplicable a volimenes grandes de
suero.

e Es util para la concentracion y purificacion de anticuerpos de cualguier
gspecie.

e Minimiza las interacciones inespecificas entre los anticuerpos y
determinados metabolitos o sustancias cuya configuracion molecular
superficial sea semejante a la de los epitopos del antigeno a analizar.

V.L2.VALORACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS
ANTICUERPOS POLICLONALES OBTENIDOS EN CONEJOS

Los inmunosueros anti-PSS, anti-PST y anti-PSP se¢ enfrentaron,
mediante la técnica del ELISA indirecto, con los extractos liofilizados de las
proteinas musculares de salmon (PSS), trucha (PST) y palometa (PSP). Los
resultados obtemidos demostraron que los inmunosueros no solo reconocen las
proteinas de la especie frente a la que se obtuvieron sino también las de las
especies heterOlogas (Figura 15). Esta reactividad cruzada era de esperar
debido a que la relacion filogenética entre las especies analizadas es estrecha
y muchos de los determinantes anfigénicos de las proteinas musculares
pueden ser comunes en todas las especies analizadas. Teniendo en cuenta que
los extractos antigénicos utilizados para la inmunizacion contenian todas las
proteinas musculares solubles extraidas de las muestras de pescado ahumado,
los conejos no soélo produjeron anticuerpos frente a los epitopos especie-
especificos, sino también frente a aquellos que presentan caracteristicas
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comunes en las distintas especies. Por tanto, antes de ser utilizados para la
identificacion de especies, se debian eliminar los anticnerpos inespecificos de
los inmunosueros. La eliminacion de reacciones cruzadas se puede conseguir
mediante técnicas de cromatografia de afinidad o mediante técnicas de
inmunoadsorcion (Harlow y Lane, 1998).

La cromatografia de afinidad consiste en hacer pasar los inmunosueros
por columnas que contienen como ligandos de afinidad las proteinas
heterélogas con las que se producen reacciones cruzadas y recoger los
anticuerpos especificos en una uftima columna que contiene las proteinas de
Ia especie frente a la que se obtuvo el inmunosuero (Harlow y Lane, 1988).
Esta técnica se ha utilizado con éxito en nuestro laboratorio para conseguir
anticuerpos especie-especificos frente a proteinas carnicas (Martin y col,
1988) y lacteas (Garcia y col., 1991).

Como alternativa a la cromatografia de afinidad se puede recurrir a la
neutralizacion, que consiste en mezclar los inmunosueros con los extractos
antigénicos liofilizados de las especies heterologas con el fin de bloquear por
inmunoadsorcién los anticuerpos que reconozcan epitopos en dichos
extractos, muentras que los anticuerpos que reconocen determinantes
antigénicos especificos permanecen activos (Pinto, 1966; Durand y col., 1974;
Doberstein y Greuel, 1982).

Taylor y col. (1994a), utilizaron la neutralizaciéon de inmunosueros
para la identificacion de especies de pescado. Este procedimiento resultd
eficaz para reducir las reacciones cruzadas de un suero anti-sardina. Sin
embargo, no mejord la especificidad del inmunosuero utilizado para detectar
la aduiteracion de atan (Thunnus sp. o Euthynnus sp.) con bonito (Sarda sp.).

Dominguez y col. (1997), consiguieron eliminar de un inmunosuero
frente a proteinas solubles de halibut las reacciones cruzadas con las proteinas
del lenguado mediante adsorcion del inmunosuero anti-halibut con proteinas
de lenguado mmovilizadas en glutaratdehido.

En este trabajo, la neutralizacion (ver seccion 11.2.2.5) ha resultado ser

un procedimiento eficaz para eliminar las reacciones cruzadas de los
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anticuerpos anti-PSS, anti-PST y anti-PSP con Jos antigenos de las muestras
heterdlogas (Figura 16). En consecuencia, no ha sido necesario utilizar
columnas de purificacion por cromatografia de afinidad, proceso de
purificacién mas largo y costoso que la neutralizacion.

V.1.3. DESARROLLO DE UNA TECNICA DE ELISA INDIRECTO EN
PLACAS PARA IDENTIFICAR MUESTRAS DE PESCADO
AHUMADO

Una vez obtenidos los anticuerpos policlonales especificos frente a las
proteinas musculares solubles de salmon (PSS), trucha (PST) y palometa
(PSP), se emplearon en el desarrollo de técnicas inmunoenzimaticas (ELISA)
para identificar dichas especies de pescado ahumado. Para que el
inmunoensayo sea efectivo se debe elegir un método y un formato adecuados
que se ajusten a las necesidades de uso. El inmunoensayo mas utilizado
consiste en la unién a un soporte sélido, bien de 1a muestra antigénica o bien
del anticuerpo que se utiliza en su deteccion (Rittenburg y Grothaus, 1992).
Una de las ventajas del empleo de un soporte solido es que permite separar
facilmente los antigenos y anticuerpos unidos por reacciones especificas de
os que no interaccionan y, por tanto, permanecen libres en solucion. Esta
separacion se consigue de forma sencilla con lavados intermedios de 1a placa,
proceso que se puede automatizar para una mayor comodidad (Deshpande,
1996).

Levieux y Venien (1994), aftrman que de los distintos formatos de
ELISA, el indirecto es el menos preciso si se compara con el ELISA
competitivo o el sandwich. La menor sensibilidad de este formato se debe a
que la superficie de 1a placa se tapiza con muestras bioldgicas complejas, que
ademas de contener €l antigeno de interés incluyen un mimero elevado de
otras moléculas. En las técnicas del ELISA sandwich y del ELISA
competitivo se emplean anticuerpos o antigenos de gran pureza, lo que
disminuye las interferencias que afectan a la capacidad de deteccion del
anticuerpo, y por consiguiente, mejora Ia reproducibilidad y especificidad del
INMuUNoEnsayo. |
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Sin embargo, el empleo de los anticuerpos policlonales (anti-PSS, anti-
PST y anti-PSP) neutralizados, minimiza las reacctones cruzadas entre los
anticuerpos y los componentes inespecificos de las muestras, hecho que
permite utilizar con éxito la técnica del ELISA indirecto para la deteccion de
un antigeno en una muestra problema (Harlow y Lane, 1988), especialmente
cuando el objetivo del ensayo no consiste en la cuantificacion precisa del
compuesto analizado. Ademas, ésta es 1a mas sencilla y rapida de las técnicas
inmunoenzimaticas en cuanto a la obtencién y preparacién de los reactivos
utilizados y a su desarrollo, por lo que resulta muy adecuada para el objetivo
de este trabajo.

En la realizacion de la técnica del ELISA indirecto, los pocillos de las
placas de poliestireno se tapizaron con diluciones adecuadas en tampén PBS
de los extractos liquidos de las muestras que comfenian las proteinas
musculares solubles del pescado (ver seccion I11.2.3.1), Experiencias
preliminares permitieron conocer cuales eran las concentraciones idoneas de
las muestras para obtener una sensibilidad del ensayo optima. A continuacién
se incorporaron los anticuerpos neutralizados que reaccionaron
especificamente con las muestras de referencia y comerciales de la especie de
pescado ahumado frente a la que se habian obtenido. La efectividad de la
neutralizacion de los anticuerpos anti-PSS, anti-PST y anti-PSP se muestra en
la Figura 16. Una vez que los anticuerpos inespecificos fueron bloqueados
con las proteinas heterélogas (seccion 111.2.2.5), cada inmunosuero reconociéd
solamente al extracto antigénico frente al cual se produjo. Los complejos
antigeno-anticuerpo formados durante la neutralizacion no interfieren en el
ensayo, ya que se eliminan junto a los anticuerpos no reaccionantes del
inmunosuero durante el lavado posterior de los pocillos. Sin embargo, hay
que sefialar que la sensibilidad de los anticuerpos anti-PST después del
bloqueo fue menor que la de los anticuerpos anti-PSS y anti-PSP (Tabla 7),
probablemente debido a que el suero anti-PST contenia mayor proporcion de
anticuerpos 1nespecificos que los otros dos inmunosueros. De hecho, la
cantidad de extracto antigénico heterélogo necesario para neutralizar el

inmunosuero anti-PST fue mayor que la necesaria en los inmunosueros anti-
PSS y anti-PSP.
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De todas las muestras comerciales de pescado ahumado analizadas,
solamente una muestra no fue reconocida por ninguno de los mmunosueros
obtenidos (Tabla 7). Esta muestra estaba identificada comercialmente como
palometa, pero su origen especifico no pudo conocerse, ya que no
correspondia con ninguno de los tres inmunosueros de que disponiamos (anti-
salmon, anti-trucha y anti-palometa). Evidentemente, existe un error en el
etiquetado de dicho producto, que por sus caracteristicas de presentacion
(fileteado) puede pasar desapercibido. En el resto de las muestras analizadas,
el ELISA indirecto permitié una identificacion clara de muestras ahumadas de
salmon, trucha y palometa.

Los resultados obtenidos permiten concluir que la técnica del ELISA
indirecto, utilizando anticuerpos policlonales frente a las proteinas musculares
solubles de pescado ahumado, es un procedimiento adecuado para el
reconocimiento especifico de salmon, trucha y palometa ahumados. El
proceso tecnoldgico al que se someten estos pescados (ahumado en frio) no
interfiere en la interpretacion de los resultados alcanzados.

Existen métodos alternativos basados en el estudio de las proteinas
sarcoplasmicas que se han empleado en la identificacion de salmoén y trucha.
Mediante la cromatografia liquida de alta resolucion, Osman y col. (1987)
separaron las proteinas sarcoplasmicas de 31 especies de pescado, entre las
que se encontraba la trucha arco iris. Asimismo, Armstrong y col. (1992),
analizaron por HPLC otras 15 especies de pescado. La identificacion de
especies por cromatografia liquida se basa en la especificidad de los perfiles
de separacion de las proteinas sarcopldsmicas y aunque la técnica resulta
adecuada para la identificacién de muestras de pescado fresco o congelado, el
tratamiento térmico del pescado modifica los cromatogramas e impide la
identificacion. La principal ventaja de este método es la rapidez del analisis,
que se realiza en 1 hora aproximadamente,

De los métodos electroforéticos aplicados a la diferenciacion de
especies de pescado, el que ha proporcionado resultados mas satisfactorios es
el isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida. Laird y col. (1982),
analizaron las proteinas sarcopldsmicas de 40 especies de peces por €ste
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método y consiguieron diferenciar especies filogenéticamente cercanas como
el salmon atlantico, la trucha arco iris y la trucha comin. Merchante y Ortin
(1993), diferenciaron igualmente por isoelectroenfoque en Phasisystem™
muestras de salmén y trucha ahumados. Uno de los principales
inconvenientes de la técnica de isoelectroenfoque consiste en la complejidad
de los perfiles electroforéticos obtenidos, lo que hace necesario reunir a
sistemas informaticos de interpretacion de imagenes para comparar los
perfiles de muestras problema con los de muestras de referencia de identidad
conocida. Asimismo, se ha comprobado que el tratamiento térmico de las
muestras de pescado modifica los perfiles electroforéticos obtenidos (Laird y
col,, 1982; Dowdie y Biede, 1983; Abrams y col., 1984; Yowell y Flurkey,
1986; Any col., 1989a, 1989b) y puede dificultar su interpretacion.

Una de las principales ventajas de la técnica inmunoenzimatica
desarrollada en este trabajo frente a las técnicas -electroforéticas y
cromatograficas aplicables a la diferenciacion de especies de pescado,
consiste en que los anticuerpos se obtuvieron frente a las proteinas solubles
extraidas del pescado ahumado. En consecuencia, las posibles modificaciones
en las proteinas causadas por el ahumado en frio del pescado no afectan a la
identificacion. Ademas, las técnicas inmunolégicas son faciles de realizar y
no requieren ¢l uso de un equipo complejo (algunos kits han sido
desarrollados para identificar especies carnicas utilizando solamente una gota
de extracto muscular). No obstante, el principal inconveniente de la técnica
inmunoenzimatica descrita en este trabajo consiste en la utilizacion de
anticuerpos policlonales, cuya disponibilidad esta limitada por el volumen de
suero obtenido de los animales de experimentacion.

Los inconvenientes asociados a la utilizacién de anticuerpos
policlonales radican en una disponibilidad limitada de los mismos y en la
necesidad de purificarlos para eliminar reacciones cruzadas y que posean una
especificidad adecuada. Algunos de estos inconvenientes se pueden superar
mediante la utilizacién de 1a tecnologia de obtencién de hibridomas (Kéhler y
Milstein, 1975), que tedricamente permite obtener de forma continua e
ilimitada anticuerpos monoclonales, cuya principal caracteristica es la
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especificidad. En el analisis de los alimentos, la utilizacién de anticuerpos
monoclonales presenta ventajas respecto a la de los policlonales, debido
fundamentalmente a su especificidad y reproducibiidad. Sin embargo, 1a
obtencion de anticuerpos monoclonales es mas laboriosa y delicada que la
obtencién de anticuerpos policlonales y con frecuencia los anticuerpos
poticlonales presentan una mayor avidez por el antigeno, por lo que la
produccion de anticuerpos monoclonales no esta justificada en todos los casos
(Barlow y Lane, 1998).

V.1.4. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO EN PALETAS

La necesidad de encontrar métodos analiticos rapidos, sencillos,
econdmicos, sensibles y de aplicacion en la industria alimentaria, ha
impulsado en los dltimos afios numerosos proyectos de investigacion que
persiguen el desarrollo de técnicas rapidas que cumplan con estos
requerimientos. La técnica del ELISA indirecto en paletas desarrollada en este
trabajo para la identificacion de muestras ahumadas de salmon, trucha y
palometa se basdé en el protocolo experimental descrito por Skerritt y Hill
(1991), para la deteccion de gluten en alimentos destinados a enfermos
celiacos. Las principales diferencias entre la técnica de ELISA indirecto
descrito en placas y la de ELISA indirecto en paletas afectan al soporte de la
reaccién antigeno-anticuerpo. En Iugar de utilizar pocillos de placas de
poliestireno, en esta técnica inmunoenzimatica rapida la reaccion
inmunolégica se desarrolla en unas paletas de poliestireno que se introducen
en tubos de polipropileno y los lavados se realizan con agua del grifo en
sustitucién de los tampones de lavado.

Utilizando las condiciones 6ptimas descritas en la seccion 111.2.3.2, se
identificaron visualmente y de forma inequivoca las muestras de salmén,
trucha y palometa ahumados en menos de 2 horas (Figura 17).

La técnica de ELISA en paletas retne las mismas caracteristicas que la
realizada en placas. Ademas, la sencillez de este procedimiento, la
identificacion visual de los resultados y el corto periodo de tiempo requerido
para el analisis cualitativo de muestras de pescado ahumado, lo hacen
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especialmente adecuado como prueba de campo en programas de inspeccion
donde es posible el fraude por sustitucion de especies.

V.2. DESARROLLO DE TECNICAS DE PCR PARA AMPLIFICAR
MARCADORES GENETICOS UTILIZADOS EN LA
IDENTIFICACION DE MUESTRAS FRESCAS Y AHUMADAS
DE SALMON (Salmo salar), TRUCHA (Oncorhynchus mykiss) Y
PALOMETA (Brama raii)

El desarrollo y puesta a punto de la reaccion en cadena de la
polimerasa ha marcado un antes y un después en todas las areas de
investigacion biomédica, ya que debido a su especificidad, sensibilidad y
rapidez representa una poderosa herramienta, cada vez mas utilizada en el
estudio y caracterizacién de especies, poblaciones e individuos (Meyer y
Candrian, 1996).

Las bases tedricas de la reaccion de PCR se presentaron por primera
vez a principios de los setenta, pero no seria hasta mitad de los ochenta
cuando se conseguiria su materializacion en una técnica que permitiera la
amplificacion del ADN correspondiente a genes individuales, a partir de una
muestra de ADN total de un organismo (Saiki y col., 1988). En los ultimos
afios, las técnicas de PCR se han utilizado en medicina forense y en el
diagnostico de muchas enfermedades (Ferre y col.,, 1993; Secchiero y col,
1995), en la deteccion de parasitos (Jinneman y col, 1998) y de
microorganismos patogenos y alterantes de los alimentos (Hill, 1996; Wang y
col,, 1997, Venkitanarayanan y col., 1997; Gutiérrez y col., 1997) y en la
deteccion en alimentos de organismos modificados genéticamente
{(MacCormick y cof., 1998).

La utilizacién de técnicas de PCR para la identificacién de especies de
pescado constituye una alternativa eficaz a otras técmicas basadas en el
analisis de las proteinas tisulares, ya que las técnicas electroforéticas
(Gallardo y col., 1995; LeBlanc y col.,, 1994), cromatograficas (Armstrong y
col, 1992; Osman y col, 1987) ¢ incluso inmunoldgicas (Taylor y col.,
1994a; Verrez-Bagnis y Escriche-Roberto, 1993), presentan limitaciones en
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alimentos de composicién compleja o sometidos a tratamientos tecnologicos
que modifiquen sus proteinas. Ademas, el estudio del ADN permite detectar
mutaciones que no determinan cambios en fa secuencia aminoacidica
(Ferguson y col., 1995).

El objetivo de este trabajo de investigacion consistié en la puesta a
punto de técnicas de PCR que, amplificando determinados fragmentos
génicos, permitieran poner de manifiesto diferencias especie-especificas entre
las secuencias de salmdén atlantico, trucha arco iris y palometa para identificar
inequivocamente dichas especies en muestras de pescado frescas y ahumadas.
Para conseguir este objetivo fue necesario, en primer lugar, poner a punto una
técnica que permitiera extraer de las muestras de pescado ¢l ADN integro y
libre de inhibidores de la reaccion en cadena de la polimerasa. Asimismo, se
tuvieron que seleccionar fragmentos génicos con un grado de variabilidad
genética intra- ¢ interespecifica adecnado para la diferenciacion de las
especies objeto de andlisis. La amplificacion de los fragmentos seleccionados
requirid en algunos casos el analisis de las secuencias disponibles y el disefio
de cebadores apropiados. Finalmente, una vez estudiadas las secuencias
obtenidas se pusieron a punto técnicas sencillas que permitieran poner de
manifiesto diferencias especie-especificas entre los fragmentos amplificados y
que pudieran utilizarse para la identificacion especifica de muestras de
tdentidad desconocida.

V.2.1. EXTRACCION DEL ADN

Antes de proceder al analisis de los acidos nucleicos para identificar la
especie 0 poblacion de procedencia de un pescado, es preciso extraer de la
muestra una cantidad suficiente de ADN de buena calidad para los estudios
posteriores. Los métodos clésicos de extraccion comprenden una primera fase
de digestion de la muestra con detergentes y proteasas, seguida de la
separacion de proteinas y polisacaridos con disolventes organicos (fenol y
cloroformo) para, finalmente, precipitar con etanol o isopropanol el ADN
presente en la fase acuosa (Sambrook y col., 1989). Este método puede ser
sustituido por otros que utilizan resinas comerciales que sirven para aislar el

ADN de muestras complejas, o por aquellos que en presencia de elevadas
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concentraciones de agentes caotropicos, como el isotiocianato de guanidina
(GuSCN), unen los acidos nucleicos a particulas de diatomeas o de silice
(Boom y col., 1990). Cualquiera que sea el método empleado, se debe
garantizar que el ADN extraido estd suficientemente puro y libre de
sustancias acompaiiantes que pudieran inhibir las reacciones enzimaticas que
intervengan en los analisis posteriores.

La calidad del ADN que se extrae de una muestra esta estrechamente
relacionada con el tamafio molecular de los fragmentos de ADN obtenidos,
expresado en pares de bases de nucleétidos. E1 ADN se puede degradar por
diversas causas, entre las que se incluyen los tratamientos térmicos en el caso
de los alimentos. Ebbeh¢f y Thomsen (1991a) estudiaron el efecto del
almacenamiento y los tratamientos térmicos sobre la calidad del ADN
extraido de muestras de carne. Mientras que el ADN extraido de camne fresca
tenia una longitud de 20-50 kalobases (Kb), el almacenamiento de la carne
durante varios dias reducia la longitud del ADN extraido a 15-20 Kb y el
calentamiento de la carne durante 10 min a 121°C limitaba ¢l tamafio de los
fragmentos obtemdos a una media de 300 pb. La fragmentaciéon del ADN
limita la eficacia de la reaccion de PCR. Sin embargo, incluso a partir de
muestras con ADN degradado es posible amplificar y estudiar fragmentos de
ADN especificos de especie.

Aunque la técnica de PCR es extremadamente especifica, su
sensibilidad puede verse reducida cuando el ADN objeto de analisis se extrae
directamente de los alimentos. La inhibicion puede ser el resultado de una
hisis insuficiente, desnaturalizaciéon de la ADN polimerasa, degradaciéon o
precipitacion del ADN diana, quelacion de los iones de magnesio requeridos
en la reaccion y de la presencia de sustancias inhibidoras de la reaccion que
frecuentemente se encuentran en ¢l alimento (Wilson, 1997). Sin embargo,
estos problemas se han tratado de resolver mediante tratamientos diversos que
incluyen la dilucion de las muestras, el aumento de concentracion de los iones
de magnesio, la eliminacién de ciertos inhibidores por calor (Rossen y col.,
1992) o proteasas (McHale y col., 1991), 1a separacion fisico-quimica entre
los inhibidores y el ADN por cromatografia de intercambio i6nico (Young y
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col, 1993) y la separacion inmunomagnética del ADN diana (Chen y col.,,
1998). Asimismo, los efectos inhibidores se reducen optimizando las
condiciones de la reaccién y asegurando que todos los reactivos estin
disponibles en la mezcla de la reaccion en cantidades apropiadas.

De lo expuesto anteriormente se deduce que la aplicacion de la técnica
de PCR al anilisis de los alimentos se extendera con mayor o menor rapidez
en funcion de la disponibilidad y puesta a punto de métodos sencillos y
eficaces para obtener el ADN de los alimentos y para eliminar las sustancias
mhibidoras presentes en cllos.

En este trabajo se valoré el potencial de varios métodos de extraccion
del ADN de muestras de pescado para su utilizacién en las técmcas de PCR
(seccion I11.2.4.3).

De los resultados obtenidos con los distintos métodos de extraccion,
podemos concluir que sélo el de DeSalle y col. (1993) aporté ADN de
suficiente calidad para amplificar todos los fragmentos de interés. Este
método se basa, al igual que todos los métodos clasicos, en una lisis con
detergentes y un tratamiento con proteasas de la muestra, seguido de la
separacion de las proteinas y aziicares con disolventes organicos y una doble
precipitacion del ADN con etanol. La segunda precipitacion de los acidos
nucleicos parece tener importantes repercusiones ¢n la calidad final del ADN.
Una vez lisados los tejidos, la extraccion del ADN celular total se realizé en
dos horas y media. Este método proporcioné un elevado rendimiento, pureza
e integridad del ADN (Figura 18). El ADN de las mmuestras de pescado
ahumado estaba ligeramente mas degradado que el de 1as muestras de pescado
fresco, probablemente debido a que la manipulacion producida durante su
industrializaciébn puede favorecer la actividad de las endonucleasas. Las
muestras de palometa proporcionaban un ADN maés degradado que las de
salmén y trucha, ya que la mayoria de la palometa que se procesa es
congelada y ha sufrido un mayor deterioro y manipulacion que las muestras
de salmon y trucha.
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El método de extraccion de Bartlett y Davidson (1991) es una
variacion del método de Chomczynski y Sacchi (1987). En este método se
combiné la capacidad del isotiocianato de guanidina (GuSCN) para romper
células e inactivar nucleasas, con la capacidad de extraccién del fenol-
cloroformo. El tiempo empleado para obtener ADN fue aproximadamente de
4 horas, superior al empleado en el método de DeSalle y col. (1993). Ademas,
la integridad del ADN fue menor que la del ADN obtenido por el método
clasico (Figura 19-A), y no permiti¢ amplificar por PCR bandas apropiadas
para su analisis posterior.

El método de Laird y col. (1991) es una simplificaciéon de los métodos
clasicos que consiste en la lisis de la muestra con un tampén que contiene
detergentes (100 mM Tris-HCI, pH 8,5; 5 mM EDTA; 0,2% SDS; 200 mM
CINa) y proteinasa K, seguida de la precipitaciéon de los acidos nucleicos con
isopropanol y su disolucién posterior en tampon TE. A pesar de que los
investigadores citados obtuvieron buenos resultados a partir de muestras de
diversos tejidos, en nuestro caso, la pureza del ADN obtenido a partir de
tejido muscular de pescado era deficiente (Figura 19-B) y no permitio
amplificar por PCR los fragmentos de ADN seleccionados.

Finalmente, el método de Taggart y col. (1992), que puede
considerarse también un método de extraccidon de ADN clasico, no
proporciond ADN de suficiente calidad (Figura 19-C) para el analisis por
PCR-RFLP de los marcadores genéticos elegidos. Ademas, es mas largo y
laborioso que el método de DeSalle y col. (1993).

Vv.2.2. ELECCION DE LOS MARCADORES GENETICOS

A 1a hora de elegir los marcadores genéticos que se van a utilizar para
la identificacion de especies, es importante considerar varias premisas. Las
regiones de ADN seleccionadas deben acumular mutaciones a una velocidad
suficiente como para que especies estrechamente relacionadas tengan
secuencias de nucledtidos diferentes, pero suficientemente lenta como para
que esas diferencias no aparezcan dentro 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 detectar diferencias interespecificas y
adecuada para poder secuenciar dicho fragmento en un gel de secuenciacion
estandar. Son preferibles regiones de ADN que codifiquen proteinas, porque
los errores en la secuenciacion y/o amplificacion pueden detectarse
comparandolos con la secuencia de aminoacidos correspondiente. Ademas,
teniendo en cuenta que la creacion de bases de datos es un proceso largo, es
aconsejable trabajar con genes cuya secuencia haya sido determinada en
diversos organismos (Bartlett y Davidson, 1992).

Muchos de los trabajos sobre diferenciacion genética de especies de
pescado se basan en el analisis del genoma mitocondrial, porque es haploide,
es mucho mas pequefio que el ADN nuclear (16.500 £ 500 pb), cada célula
posee miles de copias y existen regiones con un nivel de variabilidad genética
adecuado para la diferenciacion interespecifica (Meyer, 1993). Estas
caracteristicas representan una ventaja frente a los marcadores de genes
nucleares, especialmente cuando se analizan productos en que los
tratamientos tecnologicos del pescado dificultan la obtencién de ADN de
elevado tamafio molecular (Quinteiro y col., 1998). Por otra parte, la
amplificacion de marcadores nucleares puede resultar beneficiosa porque
permite analizar regtones no codificantes del genoma con un alto grado de
polimorfismo (O 'Reilly y Wright, 1995). Asimismo, la presencia de intrones
de longitud y secuencia variable intercalados en los genes que codifican
diversas proteinas, permite amplificar fragmentos génicos cuya longitud es
especifica de especie (Gross y col., 1996).

El nivel de polimorfismo de cada marcador genético condiciona su
posible aplicacion para el estudio de relaciones entre especies, poblaciones o
individuos de una misma especie. Para identificar variaciones intraespecificas
es aconsejable trabajar con secuencias hipervariables de ADN, como los
genes mitocondriales ND1, ND5 y ND6 (Hall y Nawrocki, 1995), o la region
comprendida entre los genes ATPasa 6 — COIH (Chow y Ushiama, 1995,
Vitic y Strobeck, 1996); mientras que en los estudios de variacién
interespecifica es mas til trabajar con secuencias relativamente conservadas.
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Uno de los genes que se han utilizado con mas frecuencia para la
diferenciacion de especies es el gen mitocondnal citocromo 5. Pero se han
utilizado con ¢l mismo fin otros fragmentos del genoma mitocondrial como
los genes de los ARN ribosémicos 125 y 16S (Bouchon y col.,, 1994, DeSalle
y Birstein, 1996), subunidades de la NADH deshidrogenasa (Cronin y col,,
1991) vy la region de control (Nielsen y col., 1994; Alvarado-Bremer y col,,
1997).

A pesar de que la mayoria de los estudios filogenéticos y de
diferenciacion de especies han utilizado ADN mitocondrial, otros emplean
genes nucleares, como el de la hormona de crecimiento (GH), que ha
permitido determinar las relaciones filogenéticas y la clasificacion de los
salménidos (Agellon y col., 1988; Johansen y col, 1989; Devlin, 1993;
McKay v col., 1996).

Para el proposito de nuestro trabajo (diferenciacion interespecifica) se
considerd conveniente seleccionar genes con regiones conservadas entre las
especies en estudio, para asi poder amplificar el mismo fragmento en todas
ellas. Tras realizar una exhaustiva bisqueda bibliografica y comparar las
secuencias disponibles en las bases de datos GenBank y EMBL,, se eligieron
los genes mitocondriales citocromo b, citocromo oxidasa II (COII) y 168
ARNT, y los genes nucleares 58S ARNr y p53, como genes adecuados para los
objetivos propuestos. A continuacion, se procedié a seleccionar o disefiar
cebadores para su amplificacion,

Vv.2.3. DISENO DE LOS CEBADORES

La identificacion genética de la especie a la que pertenece un individuo
depende, en gran medida, de la especificidad de los cebadores empleados en
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El disefio de cebadores
especificos es relativamente sencillo siempre que se conozca exactamente la
secuencia que se desea amplificar y se respeten unas normas basicas de disefio
(Sambrook y col., 1989). Se deben elegir, dentro de lo posible, cebadores con
una longitud comprendida entre 18 y 28 nucledtidos, y con un porcentaje de

guanina y citosina en torno al 50% (puesto que los enlaces G-C son mas
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estables que los enlaces A-T) para facilitar 1a hibridacion con sus secuencias
diana a temperaturas relativamente altas que impidan las uniones
mespecificas. La temperatura de hibridacion de ambos cebadores con la
secuencia diana debe ser similar. Asi mismo, se debe evitar que los cebadores
sean complementarios entre si, especialmente en su extremo 3’ para evitar la
formacion y amplificacion de dimeros que reducen Ia eficacia de Ia reaccion.
El nimero de bases no complementarias entre el cebador y la secuencia diana
debe reducirse al maximo, sobre todo en el extremo 3 del cebador, donde
comienza la elongacién del ADN copia generado por la polimerasa.

Una vez disefiados los cebadores es conveniente confrontar su
secuencia con las bases de datos de acidos nucleicos (GenBank, EMBL) para
identificar secuencias afines. De esta manera aumenta la especificidad de la
prueba al ewitar el empleo de cebadores que compartan homologias con
secuencias de genes o especies distintas a 1a que se pretende identificar,

La comparacion de las secuencias génicas de diversas especies
animales puede servir para buscar regiones conservadas sobre las que disefiar
cebadores universales que permitan la amplificacién del mismo fragmento
génico en una gran variedad de especies (Kocher y col., 1989).
Alternativamente, el disefio de cebadores puede beneficiarse del conocimiento
de secuencias especie-especificas para amplificar mediante la técnica de PCR
miultiple fragmentos génicos de distinta longitud en cada especie de interés
(Matsunaga y col., 1999).

La eleccion de los cebadores utilizados en esta Tesis Doctoral se
realizd, en algunos casos (citocromo b, p53 y 58 ARNr), a partir de la
bibliografia existente sobre la amplificacion de dichos genes.

La informacion disponible sobre el gen citocromo b de los peces es
muy abundante, desde que en 1989 Kocher y col, disefiaron cebadores
universales para la amplificacion de un fragmento de 307 pb (excluyendo
cebadores) en numerosas especies de vertebrados. La longitud de los
cebadores universales disefiados por Kocher y col., para amplificar el gen
citocromo & era de 36 pb y 35 pb, por lo que investigadores como Carr y
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Marshall (1991), Bartlett y Davidson (1991) e Irwin y col. (1991), entre otros,
han disefiado cebadores muy similares a los de Kocher y col, pero mas
cortos, para amplificar e} mismo fragmento en varias familias de peces, como
los gadidos, tinidos y salmoénidos.

Para la realizacion de este trabajo se eligieron los cebadores disefiados
por Bartlett y Davidson (1991), cuya utilidad para amplificar el gen citocromo
b de peces ha sido avalada por trabajos posteriores (McVeigh y col., 1991;
Bartlett y Davidson, 1992; Hartley y col., 1992; Quinteiro y col., 1998).

En los dltimos afios, la investigacion sobre el cancer ha impulsado el
estudio de genes implicados en su presentacién. La proteina codificada por el
gen p53 desempefia un papel importante en el control del ciclo celular porque
proporciona estabilidad genética a la célula (Levine y col., 1991), mientras
que las células en las que el gen supresor de tumores p53 es afuncional son
muy vulnerables a la adquisicién de mutaciones y como consecuencia, a la
formacion de tumores. Los estudios sobre el cancer han conducido a la
secuenciacion del gen p53 en el hombre y en diversas especies animales con
el fin de conocer la frecuencia e importancia de sus mutaciones y su
implicacién en la génesis del cancer (Mayr y col., 1995; Bucher y col., 1996).
La comparacion de las secuencias disponibles pone de manifiesto que los
exones que codifican la proteina son muy conservados en todas las especies,
mientras que existen grandes diferencias interespecificas en la longitud de los
intrones. Kusser y col. (1994), se basaron en la semejanza de los exones para
diseflar cebadores que permitieran amplificar el gen p33 en varias especies de
peces, entre las que se incluye la trucha arco iris. En consecuencia, elegimos
los cebadores p53-5 y p53-7 disefiados por estos autores para amplificar la
region del gen p53 que comprende los exones 5 y 6 y un intron intermedio.

En los organismos eucariotas superiores, el ADN ribosomico se
organiza en dos clases distintas de genes, los ARNs ribosomicos mayores
(5,88, 18S y 28S) y un grupo de genes ribosémicos menores. El primer grupo
suele estar codificado en un gen que se repite un granh numero de veces
consecutivas (ADNr), mientras que el segundo (58 ADNr) esta formado por
otra familia de genes reiterativos que codifican el ARNr 58 y que, al contrario
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de lo que ocurre con el ADNr, no estd involucrado en la formacion de los
nucleolos (Pendas y col., 1994). La estructura y secuencias del gen ADNr se
conocen bien en diversos organismos superiores y la comparacion de
secuencias de dicho gen se ha utilizado para el estudio de la variabilidad
genética intra- e interespecifica de salmonidos (Phillips y col., 1994) y
chapeidos (Domantco y col., 1996). Sin embargo, el 5S ADNr de Ios peces
apenas se habia estudiado hasta que Pendas y col (1994), clonaron y
secuenciaron unidades repetitivas del 5S ADNr del salmén atlantico y
comprobaron su localizacion cromosémica en esta especie en el cromosoma
8, advacente al gen repetitivo ADNr. En este trabajo hemos utilizado los
cebadores A y B disefiados por Pendas y col. (1994), para amplificar las
unidades repetitivas del 5S ADNr con el propédsito de diferenciar salmdn,
trucha y palometa por la longitud de los fragmentos amplificados.

Como consecuencia de la comparacién de las secuencias de ADNmt de
salmon y trucha disponibles en las bases de datos GenBank/EMBL, nos
planteamos utilizar un fragmento del gen que codifica la subunidad II de la
citocromo oxidasa (COII) y otro del gen 168 ARNr para tratar de encontrar
diferencias significativas entre estas especies. En este caso no se disponia de
referencias bibliograficas en que se hubieran propuesto cebadores para la
amplificacion de los fragmentos citados, por lo que se utilizaron los criterios
basicos de disefio de cebadores y programas informaticos especificos como el
PRIME (GCG version 9.0) para disefiar los cebadores CYTO-1 y CYTO-2
sobre el gen COlH y los cebadores 168-1 y 16S-2 para el gen 16S ARNr
(seccion 11.2.4.2).

V.2.4. SECUENCIACION Y ANALISIS DE RESTRICCION DE LOS
PRODUCTOS DE PCR

La secuenciacion de los productos de PCR tiene por objetivo
identificar diferencias en la cadena de nucledtidos que permitan distinguir
especies filogenéticamente cercanas. La valoracion de tales diferencias suele
requerir la utilizacion de programas informaticos complejos. Algunos
investigadores han optado por programas como el PAUP (Swofford, 1993) y
PHYLIP (Felsenstein, 1993) que estudian las relaciones filogenéticas a partir



de las secuencias obtenidas de varias especies e introducidas en bases de
datos. Sin embargo, otros investigadores consideran que la elaboracion de
matrices de valoracion de distancias genéticas entre secuencias (Kumar y col.,
1993) es mas apropiada para diferenciar especics que los estudios
filogenéticos (Forrest y Carnegie, 1994; Quinteiro y col., 1998).

La secuenciacion de los fragmentos de ADN amplificados por PCR
aporta datos interesantes en la identificacion de especies. Sin embargo, es una
técnica cara y laboriosa que no es apropiada para el analisis rutinario de un
niumero de muestras elevado. Fl analisis con enzimas de restriccion de los
fragmentos génicos amplificados por PCR permite detectar diferencias en la
longitud de los fragmentos generados (polimorfismo) sin necesidad de
recurrir a la secuenciacion. Sin embargo, este sistema no detecta todas las
diferencias entre las secuencias, sino solamente aquellas que afectan a los
lugares de reconocimiento de las enzimas utilizadas para el analisis.

La eleccion de endonucleasas de restriccidn adecuadas puede estar
basada o no en el conocimiento y comparacion previos de las secuencias del
fragmento analizado, pero cuando el objetivo es la diferenciacion de especies
se¢ deben elegir enzmas para las que no se produzcan vanaciones
intraespecificas. La eficacia de 1a técnica de PCR-RFLP para la identificacion
de especies dependera de la secuencia elegida para la amplificacion, de las
endonucleasas de restriccion utilizadas y de la longitud del fragmento
amplificado.

Cronmn y col. (1993), utilizaron 1la amplificacion por PCR de 4
fragmentos del ADNmt de entre 1,3 y 2,4 Kb y su digestion con mas de 16
enzimas de restriccion para estudiar la vanabilidad genética intraespecifica en
dos especies de salmones del Pacifico, saimon real y salmon keta. Adams y
col. (1994), también emplearon la técnica de PCR-RFLP sobre dos
fragmentos del ADNmt para estudiar la variabilidad genética del salmon real.
Algunos de los fragmentos amplificados por Cronin y col. (1993), se han
utilizado también para conocer por PCR-RFLP la variabilidad genética
intraespecifica de la trucha de rio; obteniéndose los resultados mas
satisfactorios con un fragmento de 2 Kb que abarca desde el gen ND1 al 16S
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ARNr y con otro fragmento de 2,5 Kb que incluye los genes ND5-ND6 (Hall
y Nawrocki, 1995; Hansen y Loeschke, 1996). Chow y Ushiama (1995),
estudiaron la diversidad genética entre varias poblaciones de albacora

(Thunnus alalunga) digiriendo con dos endonucleasas de restriccion un
fragmento del gen ATPasa 6 amplificado por PCR.

La aplicacion de la técnica de PCR-RFLP para diferenciar especies
animales cuenta con numerosos ejemplos. Chow e Inoue (1993),
comprobaron que era posible diferenciar 8 especies de timidos del género
Thunnus mediante 1la amplificacion de un fragmento intergénico de 940 pb del
ADNmt seguido de su digestion con enzimas de restriccion. Sin embargo,
solo conseguian identificar algunas especies empleando un fragmento de 355
pb del gen citocromo & y no encontraron variaciones ni intraespecificas ni
interespecificas cuando utilizaron PCR-RFLP de un fragmento de 450 pb del
gen 12S ARNTr.

La situacion era bien distinta cuando Chow y col. (1993), aplicaron las
mismas técnicas a la diferenciacion de especies de Lutjanus. En este caso las
3 especies analizadas se diferenciaban empleando el fragmento de 355 pb del
citocromo b, pero la variabilidad intraespecifica del fragmento del gen 12S
ARNr impedia la diferenciacion interespecifica. Borgo v col. (1996), sin
embargo, utilizaron con éxito el gen 128 ARNr para diferenciar tres especies
de caracoles de tierra (Helix pomatia, Helix lucorum y Achatina fulica)
amplificando un fragmento de 380 pb que digerian con tres endonucleasas.

El gen citocromo b ha sido muy utilizado para la diferenciacién de
especies por PCR-RFLP. Sus aplicaciones incluyen desde la identificacion de
especies de aves y mamiferos (Chikuni v col., 1994; Mever y col., 1995) hasta
la diferenciacién de timidos enlatados (Ram y col., 1996; Quinteiro y col.,
1998). Entre los ejemplos que se pueden citar de la utilizacion de PCR-RFLP
de genes nucleares para la identificacion de especies se encuentran los
trabajos de Kenchington y col. (1993) para diferenciar dos especies de vieiras
(Placopecten magellanicus y Chlamys islandica) wtilizando un fragmento de
1.815 pb del gen 185 ARNr y los de Gross y col. (1996) que diferenciaron
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salmén atlantico, trucha de rio y sus hibridos empleando un fragmento de 918
pb del gen del factor liberador de la hormona del crecimiento.

Para cumplir el objetivo propuesto en esta Tesis Doctoral, consistente
en poner a punto técnicas genéticas adecuadas para la diferenciacion
inequivoca de salmén atlantico, trucha arco iris y palometa, se consideré que
las técnicas de PCR-RFLP eran especialmente adecuadas, porque
proporcionan perfiles claros y de facil interpretacion, espectalmente cuando
las muestras problema se analizan junto a muestras de referencia.

V.2.5. DIFERENCIACION DE MUESTRAS FRESCAS Y AHUMADAS
DE SALMON, TRUCHA Y PALOMETA MEDIANTE PCR-
RFLP DE UN FRAGMENTO DEL GEN CITOCROMO 5

La disponibilidad de cebadores universales (Kocher y col., 1989), para
la amplificacion del gen mitocondrial citocromo b ha favorecido el estudio de
este gen, cuya secuencia de nucledtidos se conoce en muchos vertebrados. La
secuencia aminoacidica del gen citocromo b estd muy conservada, pero
debido a la degeneracion del codigo genético (dos 6 mas codones codifican un
mismo aminoacido), la secuencia del gen difiere en varios nucledtidos incluso
entre especies estrechamente relacionadas. Asimismo se ha comprobado que
la variacion dentro de una misma especie es menor que entre especies, que las
transiciones son mas frecuentes que las transversiones y que Ia mayoria de las
diferencias entre secuencias se producen en la tercera posicion de los codones
(Meyer, 1993; Matsunaga y col., 1999).

El analisis directo de las secuencias de los productos de PCR obtenidos
con los cebadores disefiados por Kocher y col. (1989), o con otros similares,
se ha utilizado con éxito para la diferenciacion de poblaciones de bacalao del
Atlantico (Carr y Marshall, 1991; Pepin y Carr, 1993; Arnason y col., 1998) y
también para la caracterizacioén genética del fletan negro (Vis y col,, 1997), la
identificacion de poblaciones y especies de salmoénidos (McVeigh y col.,
1991; Hartley y col., 1992; Lockwood y col., 1993), la clasificacion del
suborden Scombroidei (Finnerty y Block, 1995), la diferenciacién de especies
de tunidos (Bartlett y Davidson, 1991; Quinteiro v col., 1998), y de las
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especies de caviar Acipenser sturio y A. naccarii (Ludwig y Kirschbaum,
1998). Sin embargo, el elevado coste de esta técnica y la necesidad de una
detallada comparacion de las secuencias individuales la hacen inapropiada
para el andlisis de un elevado namero de muestras. Por ello, como alternativa
a la secuenciacion, en este trabajo hemos utilizado el analisis de restriccion de
fragmentos amplificados por PCR (PCR-RFLP) de una region conservada del
gen mitocondrial citocromo / para la identificacion especifica del salmon
atlantico, la trucha arco iris y la palometa.

Utilizando los cebadores CYTB-1 y CYTB-2 disefiados por Barlett v
Davidson (1991), y las condiciones descritas en la seccion I11.2.4.5.1, se
amplificé un fragmento de 358 pb del gen citocromo b a partir de todas las

muestras frescas y ahumadas de salmon, trucha y palometa analizadas (Figura
20).

Las secuencias de los productos de PCR de salmén, trucha y palometa
se compararon entre si y con las secuencias de salmén (X76253 y U12146) y
trucha (L29771) de la base de datos GenBank (Figura 21). Los resutados
obtenidos muestran una estrecha relacién genética entre las secuencias del gen
citocromo b de salmon atlantico y trucha arco iris. La region secuenciada (307
nucledtidos, excluyendo los cebadores) mostré una homologia entre salmén y
trucha del 93,8%, entre salmoén y palometa del 83% y entre trucha y palometa
del 83,4%. Las diferencias encontradas entre las secuencias del gen citocromo
b de salmon y trucha no implican cambios aminoacidicos de la cadena
peptidica ya que, excepto en un caso, siempre afectaron al tercer nucledtido
del triplete de traduccién. La mayoria de las diferencias de tos nucledtidos
fueron transiciones (A<>G 0 CoT), caracteristicas de especies que proceden
de un antecesor comun {(Brown y col., 1982; Kocher y col., 1989, Bartlett y
Davidson, 1991). Sin embargo, la secuencia de aminoacidos codificada en los
productos de PCR de palometa difiere en 6 residuos con las de salmon y
trucha debido a la existencia de siete transiciones y cuatro transversiones en
las primeras y segundas posiciones de los codones comparadas con las de
salmon y trucha.



La variacion intraespecifica en las secuencias de salmén fue de 4,5%,
predominando las transiciones (12) frente a las tranversiones (2). La
comparacion de nuestras secuencias de salmén con la de McVeigh y col.
(1991), mostré pocas variaciones, que se localizaron en la tercera posicion del
codon, sin modificar la secuencia de aminoacidos. La ftinica variacion
intraespecifica encontrada entre las secuencias de trucha fue una transicién
(C—T) en la tercera posicion de un triplete, que no cambia el aminoacido
codificado (ATT y ATC codifican isoleucina). La palometa también mostré
un bajo polimorfismo intraespecifico (0,6%) que no afectd a la secuencia de
aminoacidos codificada.

Kocher y col. (1989), compararon las secuencias de nucledtidos y
aminoacidos del gen citocromo b en numerosas especies de vertebrados.
Identificaron determinados residuos de aminoacidos que permanecen
invariables en todas las secuencias estudiadas, algunos de los cuales se
consideran esenciales para la funcionalidad del citocromo b. Al comparar
estos resultados con los obtenidos en esta Tesis Doctoral observamos como la
secuencia de palometa coincide perfectamente con el patron descrito por
Kocher, mientras que ¢l salmén y la trucha difieren en un aminoécido que era
invariable en las especies analizadas por dichos autores (Kocher y col. 1989)
aunque no esencial para la funcionalidad.

Una vez comprobada la existencia de diferencias especificas entre las
secuencias de los productos de PCR de salmoén, trucha y palometa se procedio
a 1dentificar endonucleasas de restriccion que permitieran diferenciar estas
especies sin necesidad de recurrir a la secuenciacion de los productos de PCR.
Para ello se compararon los mapas de restriccién de las secuencias de salmon,
trucha y palometa disponibles. Al menos dos endonucleasas de restriccion
{(£co RV y Taq 1) se consideraron tedricamente apropiadas para identificar los
productos de PCR de salmén y trucha, mientras que la identificacion de los
productos de PCR de muestras de palometa se llevé a cabo con la
endonucleasa Nsp 1. La eleccion de las enzimas Eco RV y Taq I se considerd
adecuada porque cada una de ellas detecta simultaneamente dos posiciones
diagnosticas entre salmén y trucha, mientras que no reconocen ninguna diana
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de restriccion en la secuencia de palometa. La diana de restriccion de Eco RV
(GATYATC) no se encuentra en las secuencias de trucha y palometa, que
presentan en su lugar GACAT(T/C). Paralelamente, 1a diana de restriccion
para la enzima Tag I (TV.CGA) presente en los productos de PCR de trucha,
no aparece en la secuencia de salmon donde se sustituye por CCGT, ni en las
de palometa, que presentan CCG(A/C) en su lugar. Por otro lado, la diana de
restriccion para la enzima Nsp 1 (PuCATGIPy) solo se encuentra en las
secuencias de palometa , v no aparece en la secuencia de salmén, donde se
sustituye por TCACGC, ni en la secuencia de trucha, que presenta CCATGC
(Figura 21). Los resultados obtenidos tras la digestion de los productos de
PCR corroboraron los pronosticos derivados del analisis de las secuencias, sin
que se pusiera de manifiesto polimorfismo intraespecifico entre las muestras
analizadas (Figuras 25, 26 y 27). Los resultados fueron idénticos tanto con
muestras de pescado frescas como ahumadas, a pesar que la integridad del
ADN obtenido de las muestras frescas era mayor que del obtenido de
muestras ahumadas. Estos resultados demuestran que la amplificacion y
analisis de restriccion (PCR-RFLP) de la region elegida del gen citocromo &
permite diferenciar claramente las muestras frescas y ahumadas de salmon
atlantico, de trucha arco iris y de palometa.

Otros investigadores han utilizado el analisis mediante PCR-RFLP del
gen citocromo b para la diferenciacion de especies de pescado en conservas
de tinidos (Ram y col., 1996; Quinteiro y col., 1998}, identificacion de
especies de pescados planos (Céspedes y col., 1998, 1999) y para Ia
identificacion de especies animales en carnes de aves y mamiferos (Chikuni y
col, 1994; Meyer vy col, 1995). Para descartar perfiles de restriccion
semejantes entre nuestras especies y especies de peces planos (Céspedes v
col., 1998), comprobamos que las enzimas Fco RV y Tag 1 no reconocian
dianas de restriccidn en las secuencias disponibles del lenguado (Solea solea),
solla (Pleuronectes platessa) y platija (Platichtys flesus).

La técnica de PCR-RFLP combina el poder de resolucién con las
caracteristicas de sencillez, rapidez y bajo coste, por lo que constituye una
alternativa interesante a las técmicas convencionales de identificacion de
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especies de pescado basadas en el analisis de proteinas (Armstrong y col.,
1992; Gallardo y col., 1995; LeBlanc y LeBlanc, 1994; Osman y col., 1987
Taylor y col., 1994a; Verrez-Bagnis y Escriche-Roberto, 1993) y frente a las
técnicas de secuenciacion de los productos de PCR. La principal limitacion
encontrada a la técnica de PCR-RFLP esta relacionada con el grado de
variacioén intraespecifica (Ram y col., 1996). Aunque en nuestro estudio no se
ha detectado variabilidad intraespecifica en las dianas de restriccion utilizadas
para el diagndstico, seria preciso analizar un ndmero muy elevado de
muestras para garantizar su inexistencia y siempre seria posible encontrar
algim individuo que no presentara el perfil de restriccion tipico de su especie
debido a una mutacion puntual en la secuencia diana. Este hecho, aunque es
poco probable que se produzca, requeriria el analisis de otros marcadores
especificos de especie.

V.2.6. DIFERENCIACION DE MUESTRAS FRESCAS Y AHUMADAS
DE SALMON, TRUCHA Y PALOMETA MEDIANTE PCR-
RFLP DE UN FRAGMENTO DEL GEN COlI

De los 13 genes mitocondriales que codifican proteinas, los de las
subunidades de la citocromo oxidasa vy el gen citocromo b son los mas
conservados entre especies. Por el contrario, los genes que presentan mayor
variabilidad son los que codifican las subunidades de la ATPasa y de la
NADH deshidrogenasa (Meyer, 1993). Hasta donde lega nuestra
informacion, el gen de la subunidad II de la citocromo oxidasa (COII) no se
ha empleado para la diferenciacion de especies animales. Sin embargo, las
bases de datos GenBank y EMBL recogen algunas secuencias de este gen
pertenecienies al salmén atlantico y la trucha arco iris. La comparacién de
dichas secuencias (1.29771 de trucha arco iris, U12145 y L04501 de salmén
atlantico} mostré suficiente variabilidad interespecifica para utilizar el gen
COIl como marcador genético. Asimismo, las secuencias disponibles se
utilizaron para disefiar los cebadores CYTO-1 y CYTO-2 (ver seccion

1I1.2.4.2.2) que acotan un fragmento de 464 pb en las especies objeto de
analisis.
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Utilizando la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) y los
cebadores CYTO-1 y CYTO-2 se amplificé un unico fragmento de 464 pb en
todas las muestras de salmén y trucha analizadas (Figura 28), pero no se
consiguié amplificar el ADN de las muestras de palometa. La ausencia de
amplificacién en esta especie puede corresponder a una hibridacion deficiente
de los cebadores o bien a la degradacién del ADN encontrada en dichas
muestras.

Las secuencias del gen COII obtenidas de los productos de PCR de
salmon y trucha se compararon entre si y con las secuencias de salmon
(U12145 y L04501) y trucha (L29771) de la base de datos GenBank (Figura
31). La region secuenciada (428 nucleotidos, excluyendo los cebadores)
presentaba una homologia del 91,3% entre ambas especies. La mayoria de los
cambios fueron transiciones (33), de los que solo uno fue en posicion 1 y otro
en posicion 2, el resto se localizaron en el tercer nucledtido del codon de
traduccién. Tres cambios (transversion en posicién 2 y transiciones en
posiciones 1y 2) en los tripletes de la secuencia de nucledtidos se tradujeron
en dos cambios de aminoacidos entre las cadenas peptidicas codificadas en
ambas especies. Asi, la secuencia de trucha codifica el aminoacido metionina
(-ATG-) mientras que la secuencia de salmoén codifica lisina (F-AAG-), y el
aminoacido valina (-GTG-) de la trucha cambia por treonina (-ACG-) en el
salmén (Figuras 32 y 33).

La variacion intraespecifica entre las secuencias de los salmones fue
del 1,4% y consistio en una transicion en la posicién 2 de un codon y cuatro
transversiones en posiciones 2 y 3. Las secuencias de trucha mostraron una
variacion intraespecifica ligeramente inferior a la de los salmones (1,2%) con
tres transiciones en posicion 2 y tres transversiones en posiciones 2 y 3.

Las diferencias existentes en las secuencias de nucleétidos de los
fragmentos gémicos de salmén y trucha amplificados, se pusieron de
manifiesto por la comparacion detallada de sus mapas de restriccion (Figuras
32 y 33). Las secuencias de salmon poseen una diana de restriccion para la
enzima Nci I (CCLCGG) que no esta presente en las de trucha (CCAGG),
mientras que €stas poseen dos puntos de corte para la endonucleasa Saw 3Al
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(VGATC) que no se encuentran en las secuencias de salmén (AATC y
GACC). La digestion de los productos de PCR del gen COIl con las
endonucleasas seleccionadas permitié diferenciar claramente las muestras de
salmén y trucha tanto frescas como ahumadas. La longitud de los fragmentos
de ADN resultantes es suficiente para permitir su separacién completa y su
visualizaciéon mediante electroforesis horizontal en un gel de agarosa (Figura
34).

Teniendo en cuenta que no se ha detectado polimorfismo
intraespecifico entre las muestras de salmon y trucha en las dianas de
restriccion analizadas en este trabajo, se puede afirmar que el analisis del gen
mitocondrial citocromo oxidasa Il por la técnica de PCR-RFLP constituye una
herramienta sensible y fiable para la diferenciacién especifica de muestras
crudas y ahumadas de salmén atlantico y de trucha arco iris. La técnica es
aplicable para el andlisis de muestras musculares asi como de huevas frescas y
ahumadas. La interpretacion inequivoca de los resultados puede apreciarse
visualmente sin la necesidad de un analisis informatico de los mismos.

Las ventajas y limitaciones de la utilizacion de este marcador genético
son similares a las descritas para el gen citocromo b. Sin embargo, el hecho de
disponer de varios marcadores genéticos equivalentes para la diferenciacion
de especies filogenéticamente préximas, como el salmon atlantico y la trucha
arco iris, es muy recomendable y puede aportar un soporte técnico adicional
ante instancias judiciales para demostrar la veracidad o incorreccion del
etiquetado de los productos pesqueros ofrecidos al consumidor.

V.2.7. DIFERENCIACION DE MUESTRAS FRESCAS Y AHUMADAS
DE SALMON, TRUCHA Y PALOMETA MEDIANTE PCR-
RFLP DE UN FRAGMENTO DEL GEN 16S ARNr

El ADNmt de los peces posee, como ocurre en otras especies animales,
dos genes que codifican subunidades de ARN ribosémico, uno de la
subunidad pequefia del ribosoma (12S ARNT) y otro de la subunidad grande
(16S ARNr). La variabilidad genética de estos genes se manifiesta en la
presencia tanto de sustituciones como de inserciones o deleciones de
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nucledtidos. Como sucede en los genes mitocondriales que codifican
proteinas, las transiciones son mds frecuentes que las transversiones,
especialmente entre especies filogenéticamente cercanas. Sin embargo, la
presencia de inserciones y deleciones es mas frecuente en los genes
mitocondriales que codifican ARN ribosémico que en aquellos que codifican
proteinas (Meyer, 1993), siendo mas marcadas las diferencias de longitud en
el gen 16S ARNr que en el 125 ARNTr.

El estudio de la variabilidad genética de los genes 128 ARNr y 168
ARNr se ha utilizado para valorar diferencias intraespecificas entre
poblaciones de crustaceos (Kann y Wishner, 1996) y peces (Hall y Nawrocki,
1995; McGauley y Mulligan, 1995), y para conocer la distribucion geografica
y grado de hibridacién de especies de mejillones (Rawson y Hilbish, 1995).
Asi mismo, se han desamrollado técnicas de PCR-RFLP de los genes 128
ARNr y 1658 ARNr para diferenciar especies de crustaceos (Bouchon y col,,
1994), moluscos (Borgo y col, 1996) y peces (Chow y col, 1993)
filogenéticamente cercanas. Igualmente, DeSalle y Bimstein (1996),
disefiaron cebadotres especie-especificos sobre los genes 125 y 16S RNAr
para diferenciar el caviar obtenido de tres especies distintas de esturién ruso
(Huso huso, Acipenser gueldensiaedti y Acipenser stellatus) mediante la
reaccion de PCR.

Considerando los antecedentes citados y tomando como base las
secuencias del gen 165 ARNr de salmén atlantico (U12143) y trucha arco iris
(L29771) disponibles en las bases de datos, disefiamos los cebadores 16S-1y
16S-2 que hibridan en zouas conservadas del gen mitocondrial 16S ARNr de
salmoén y trucha.

Los cebadores disefiados (16S-1 y 16S~2) amplificaron (ver seccién
I11.2.4.5.3) un fragmento de 950 pb del gen 165 ARNr a partir de muestras
frescas y ahumadas de salmon y trucha. Sin embargo, con las muestras de
palometa no hubo amplificacién (Figura 36).

Estos resultados corroboran que el procese de ahumado en frio del
salmén y la trucha no provoca una degradacion del ADN que dificulte la
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amplificacién de fragmentos con un tamafio cercano a 1 kb. Por el contrario,
la ausencia de amplificacion en la palometa puede deberse a una deficiente
hibridacion de los cebadores en esta especie o bien a que Ia degradacion del
ADN obtenido de las muestras de palometa (Figura 18) impide la
amplificacion de un fragmento del tamafio citado. Un fenémeno similar ha
sido descrito por otros investigadores que han comprobado como los acidos
nucleicos se degradan durante el proceso de esterilizacion del pescado. Los
fragmentos de ADN obtenidos de muestras de pescado enlatado son
normalmente de tamailo inferior a unos cientos de pares de bases, lo que
determina que s6lo sea posible amplificar fragmentos muy cortos (100-200
pb) por la reaccion de PCR (Unseld y col., 1995; Ram y col., 1996; Rehbein y
col., 1997).

Las secuencias del gen 16S ARNr obtenidas a partir de los productos
de PCR de salmén y trucha se compararon entre si y con las secuencias de
salmén (U12143) y trucha (L29771) disponibles en la base de datos GenBank
(Figura 37). El porcentaje de homologia entre las secuencias de las dos
especies (911 nucledtidos excluyendo los cebadores) fue de 95,2%,
diferenciandose en 44 nucledtidos. La variacion intraespecifica fue del 1,2%
en los salmones y 0,9% entre las truchas.

La comparacion de los mapas de restriccion de los fragmentos del gen
16S ARNr de salmén y trucha amplificados (Figuras 38 y 39) sirvi¢ para
identificar varias endonucleasas de restriccion que diferenciaban
especificamente los productos de PCR de ambas especies. De ellas se
seleccionaron dos (Hpa 1 v Bst EIl) siguiendo criterios de especificidad y
disponibilidad comercial.

Mediante la digestion de los productos de PCR del gen 16S ARNr de
muestras frescas y ahumadas de salmén y trucha con las enzimas Hpa [ y Bst
EIl se confirmoé la idoneidad de 1as dianas de restriccion seleccionadas para la
diferenciacion de estas dos especies (Figura 40) y no se detectd polimorfismo
intraespecifico en las muestras analizadas. Se analizaron tanto muestras
musculares como muestras de huevas frescas y ahumadas.
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El tamafio de los fragmentos amplificados del gen 16S ARNr (950 pb)
era muy adecuado para la identificaciéon de especies por PCR/RFLP. Las
ventajas de trabajar con productos de PCR de gran {ongitud en comparacion
con otros de menor tamafio, como el citocromo b (358 pb), incluye la
posibilidad de identificar un elevado nimero de puntos de restriccion
especificos de especie que se detecten facilmente por electroforesis en geles
de agarosa. Ademas, a pesar de que el gen citocromo b ha sido muy utilizado
en estudios de poblaciones y estudios filogenéticos de diferentes grupos de
peces, para otras aplicaciones como la identificacion de especies
estrechamente relacionadas, puede resultar mas util trabajar con genes que
evolucionan mas rapidamente como el ND2 y los de la ATPasa 6 y 8 o los
genes ribosomales (McGauley y Muiligan, 1995). Sin embargo, ¢l éxito de la
amplificacion de fragmentos génicos grandes estd condicionado por la
posibilidad de extraer ADN de elevado tamafio molecular a partir de las
muestras tisulares analizadas.

V.2.8. DIFERENCIACION DE MUESTRAS FRESCAS Y AHUMADAS
DE SALMON, TRUCHA Y PALOMETA MEDIANTE PCR-
RFLP DE UN FRAGMENTO DEL GEN p53

En el estudio genético de especies y poblaciones, una de las opciones
es el analisis de marcadores nucleares monocopia. Para ello se pueden elegir
cebadores disefiados en exones conservados que amplifiquen uno o varios
intrones de longitud variable, como por ejemplo el gen de la aldolasa o la
histona H2AF (Slade y col., 1993), o bien se pueden amplificar exones
hipervariables, como los que codifican el lugar de unién de los anticuerpos
con los determinantes antigénicos (Lessa y Applebaun, 1993). El gen p53
pertenece al primero de los grupos citados. Estudios filogenéticos han
demostrado que la proteina supresora de tumores p53 tiene cinco dominios
muy conservados en el curso de la evolucion (Mayr y col,, 1995} y que
determinadas mutaciones en la region central de esta proteina estan
relacionadas con la presentacion de tumores en todas las especies estudiadas
(Vogelstein y Kinzler, 1994; Bucher y col., 1996). Debido al interés que
suscita este gen supresor de tumores en la genésis del cancer, su secuencia se
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ha estudiado en numerosas especies animales y se ha comprobado que esta
compuesto por 11 exones muy conservados en todas las especies, pero los
intrones que los separan muestran una divergencia interespecifica
considerable (Kusser y col., 1994).

Este hecho facilita el disefio de cebadores universales que, basados en
la secuencia de nucledtidos de los exones, permiten amplificar regiones que
varian en longitud segun las especies. Basandonos en los cebadores disefiados
por Kusser y col. (1994) para amplificar los exones 5 a 9 de la trucha arco iris,
elegimos los cebadores p53-5 y pS53-7 para amplificar los exones 5 y 6 en
trucha, salmon y palometa con el objetivo de apreciar si existian diferencias
en la longitud y en los perfiles de restriccion obtenidos a partir del ADN de
estas especies.

Con los cebadores p53-5 y p53-7 se amplificd un fragmento de 532 pb
en todas las muestras de salmon y de 518 pb en las muestras de trucha
analizadas (Figura 42). Sin embargo, no se observdé amplificaciéon con las
muestras de palometa. La ausencia de amplificacién en la palometa sorprende
si se tiene en cuenta la estrategia utilizada para ¢l disefio de los cebadores. Sin
embargo, otros investigadores han encontrado dificultades similares al tratar
de amplificar en distintas especies y con cebadores universales genes como el
de la mioglobina, 1a histona H2AF (Slade y col., 1993) o la insulina (Lessa y
Applebaon, 1993), cuyos exones son también muy conservados. Entre las
explicaciones aportadas por estos investigadores destaca la posible existencia
de intrones demasiado largos que pueden dificultar o incluso impedir la
amplificacion, especialmente si la integridad del ADN de partida no es
excelente.

Aunque la longitud de los productos de PCR obtenidos de salmén y
trucha diferia en algunos pares de bases, su movilidad electroforética era
similar y solamente apreciable en geles de agarosa cuando las condiciones de
la separacion electroforética eran optimas. Por ello, se recurrié a digerir los
productos de PCR de ambas especies con enzimas de restriccion,
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Las secuencias del gen p353 obtenidas de los productos de PCR de
salmoén y trucha se compararon entre si y con la secuencia de trucha publicada
por Kusser y col. (1994) (Figura 43). La region secuenciada mostré una
homologia entre ambas especies del 88,1% en la region del intrén, y del
95,7% en los dos exones (excluyendo los cebadores). Las diferencias
encontradas entre las secuencias del gen p33 de salmén y trucha implicaron
un unico cambio aminoacidico al verse afectado el primer nucledtido del
triplete de ftraduccion. La mayoria de las diferencias interespecificas
detectadas fueron transiciones (AeG o CeoT). Asimismo, todas las
deleciones (una en la secuencia de salmon y dieciseis en la secuencia de
trucha) se localizaron en el intrén, salvo una delecidn en la secuencia de
trucha que se encontrd en el exon 6.

El analisis de restriccion de los fragmentos del gen p53 amplificados
por PCR se llevd a cabo con las endonucleasas Eco RV, Hinf 1y Taq 1,
elegidas tras comparar los mapas de restriccion de ambas especies (Figuras 44

y 45).

Como muestran las Figuras 46 y 47, las tres enzimas utilizadas
permiten discriminar los productos de PCR de las muestras de salmén y
trucha. La endonucleasa Fco RV reconocié una diana en las secuencias de
trucha originando dos fragmentos de 156 pb y 362 pb, pero no cortd los
productos de PCR de salmon. Por el contrario, las enzimas Hinf 1y Taq 1 no
cortaron los productos de PCR de trucha, pero si reconocieron una diana de
restriccion en los productos de PCR de salmdn, originando fragmentos de 185
pb v 347 pb en el caso de Hinf'1 y dos fragmentos de 267 pb y 265 pb la
enzima Taq 1. En consecuencia, aunque la separacion electroforética de los
productos de PCR de salmén y trucha permite diferenciar estas especies
directamente, la digestion con Eco RV y una de las dos enzima que cortan al
salmén (Hinf 1 o Tag 1), proporciona una confirmacién adicional de la
identidad del fragmento génico amplificado y facilita la identificacion de
especies.
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V.2.9. UTILIZACION DE UN FRAGMENTO DEL 58 ADNr COMO
MARCADOR GENETICO PARA LA IDENTIFICACION DE
ESPECIES DE PESCADO

Tanto los genes que codifican el 58 ARNr, como su producto, el
componente pequefio de ARN de la subunidad grande del nbosoma, han sido
objeto de numerosas investigaciones para el estudio de relaciones
filogenéticas (Hori y Osawa, 1987, Pavesi y col., 1997). Mientras en los
organismos procariotas y en los eucariotas inferiores los genes del 55 ARNr
se localizan junto al resto de genes de ARNr, en los organismos superiores los
genes 58 ARNr no estan unidos a los demas ADNr sino que se organizan
como unidades repetitivas independientes en una o varias localizaciones del
genoma.

El 5S ADNr comprende en los eucariotas superiores una secuencia
codificante muy conservada de 120 pb (58 ARNr) y una region espaciadora
que no se transcribe (NTS). Esta unidad se repite consecutivamente en forma
de tandem. La longitud del espaciador NTS no supera la longitud que se
puede amplificar por la reaccion de PCR (hasta 2-3 Kb) y normalmente es
especifica de especie (Little y Braaten, 1989).

Pendas y col. (1994) disefiaron una parcja de cebadores basandose en
la region conservada 5S ARNr de trucha arco inis (Komiya y Takemura,
1979) para amplificar dos o mas unidades repetitivas consecutivas del gen en
salmon atlantico, trucha comun y trucha arco ins. Los cebadores disefiados
(55-1 y 58-2) corresponden a los nucledtidos 21-1 y 24-45 de la region
codificante 5S ARNr y al ser divergentes, amplifican todo el 58 ADNr (la
region codificante mas el espaciador NTS) siempre que se encuentren al
menos dos unidades repetidas en tindem. Estos investigadores no observaron
vantabilidad intraespecifica en el tamafio del fragmento amplificado cuando
analizaron 24 individuos de 10 poblaciones de salmén atlantico y 20
individuos de 10 poblaciones de trucha comun. Tampoco detectaron
polimorfismo en las secuencias digiriendo los productos de PCR con diez
enzimas de restriccion distintas (Nde 11, Eco RI, Bam HI, Ava 11, Xba, 1, Pal 1,
Hind 1, Alul, Tag §, Draly Bgl1).



En nuestro trabajo hemos utilizado los cebadores 5S-1 y 58-2 para
amplificar el gen 55 ARNr a partir de muestras de salmon, trucha y palometa
ahumadas. Los resultados obtenidos (Figura 48) a partir de muestras de
salmén ahumado corroboran los descritos por Pendas y col. (1995) a partir de
salmén fresco y dieron lugar a dos fragmentos de 256 pb y 525 pb
aproximadamente. A partir de las muestras de trucha abumada se
amplificaron dos fragmentos de 294 pb y 350 pb aproximadamente vy,
finalmente, los productos de PCR de palometa ahumada contenian dos
fragmentos amplificados de 450 pb y 550 pb aproximadamente. La
amplificacién del gen 58 ARNr en muestras de palometa ahumada utilizando
los cebadores disefiados a partir de secuencias de trucha, confirma el alto
grado de conservacion interespecifica del citado gen. La secuenciacion de los
fragmentos  amplificados permiti6 comprobar que efectivamente
correspondian al gen 5S ARNr y que comprendian la mayor parte de la regién
codificante conservada mas un espaciador de tamafio y secuencia diferente en
cada una de las especies (Figura 49).

La obtencion de fragmentos de ADN de distinta longitud segun las
especies era un resultado esperado si se consideran los resultados de otros
investigadores que han estudiado el 5§ ADNr en Xenopus laevis (Miller y
Brownlee, 1978; Miller y col., 1978) crusticeos (Hendriks y col., 1986;
Bagshaw y col., 1987; Pellicia y col., 1998) y peces como los salménidos
(Komiya y Takemura, 1979; Pendas y col., 1994, 1995), la tenca, Tinca tinca
(Denis y Wegnez, 1977), la carpa (Murakami y Fujitani, 1998) y algunos
coregonidos (Sajdak y col., 1998). La presencia de varias bandas de
amplificacién en una misma especie puede tener dos origenes: 1a existencia en
el individuo de unidades repetitivas del 58 ADNr con espaciadores diferentes
o0 la amplificacion de varias unidades consecutivas del 5S ADNr del mismo
tamafio. En nuestro caso solo se ha secuenciado una de las obtenidas en cada
especie, pero el tamaifio de las bandas no se corresponderia con la hipétesis de
la amplificacion de multiplos de la unidad basica sino con la existencia de al
menos dos espaciadores de distinta longitud en cada especie. En el caso del
salmon, Pendas y col. (1994) comprobaron por técmicas de clonacion,
secuenciacién e hibridacion con sondas fluorescentes que, efectivamente, las
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dos bandas contienen espaciadores distintos y que cada una de las unidades
repetitivas se encuentra en una localizacion diferente del genoma.

El polimorfismo del gen 5S ARNr constituye, por tanto, un marcador
genético nuclear especifico de especie y su amplificacion es un procedimiento
sencillo para la identificacion de especies de pescado en productos frescos y
ahumados si lo comparamos con otras técnicas como el analisis de proteinas o
el polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion de productos
de PCR (PCR-RFLP). Ademas, el polimorfismo interespecifico observado en
€l 55 ADNr se considera una herramienta muy util en estudios taxonomicos y
de evolucion (Pendas y col., 1995; Murakami y Fujitani, 1998; Pellicia y col.,
1998).
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La diferenciacion inmunologica de salmoén atlantico (Salmo salar), trucha
arco Iris (Oncorhynchus mykiss) y palometa (Brama raii) se ha conseguido
utilizando anticuerpos policlonales obtenidos frente a las proteinas
musculares solubles de salmén ahumado (anti-PSS), trucha ahumada (anti-
PST) y palometa ahumada (anti-PSP). Los anticuerpos policlonales,
neutralizados con los extractos antigénicos heterélogos, se han utilizado en
dos formatos de las técnicas inmunoenzimaticas (ELISA), para la
identificacién rapida de muestras frescas y ahumadas de salmoén, trucha y
palometa.

Se han utilizado cinco marcadores genéticos (citocromo b, COIll, 168
ARNr, p53 y 55 ADNr) que permiten identificar especificamente el
salmoén atlantico y la trucha arco iris en muestras frescas y ahumadas. Con
dos de los marcadores citados (citocromo & y 5S ADNr) se ha conseguido
identificar también las muestras de palometa ahumada.

Con los genes citocromo b, citocromo oxidasa I, 16S ARNry p33 se
amplificaron fragmentos génicos especificos mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa. La restriccion de los fragmentos amplificados con
las endonucleasas seleccionadas en este trabajo ha permitido diferenciar ¢
identificar especificamente muestras de salmoén, trucha y palometa, tanto
frescas como ahumadas, por el tamafio de las bandas electroforéticas
obtenidas en geles de agarosa. Con el marcador genético nuclear 58 ADNr,
la diferencia de longitud de los fragmentos amplificados por PCR permitié
1a identificacién de las especies mencionadas, sin necesidad de recurrir a la
digestion con endonucleasas de restriccion.
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Los resultados de este trabajo indican que la ntilizacion de anticuerpos
policlonales (anti-PSS, anti-PST y anti-PSP) frente a proteinas solubles de
salmén, trucha y palometa ahumados, permite la diferenciacion de dichas
especies mediante el desarrollo de técnicas immunoenzimaticas (ELISA)
adecuadas. No obstante, la disponibilidad de los anticuerpos policlonales esta
condicionada a su obtencion in vivo a partir de animales de experimentacion.
Esta limitacion induce a pensar en el empleo de anticuerpos monocionales
con £l msmo fin.

En los altimos afios se han publicado diversos trabajos de investigacion
que utilizan anticuerpos monoclonales para la diferenciacion de especies de
pescado (Lundstrom, 1984; An y col., 1990; Huang y col, 1995). La
obtencion de anticuerpos monoclonales (Kohler y Milstein, 1975) permite
obtener clones de células hibridas o hibridomas que producen, de forma
continna e ilimitada, anticuerpos monoespecificos de actividad bioldgica
conocida y especificidad constante. Como inmunogenos pueden emplearse las
proteinas musculares solubles de las especies de interés (Martin y col., 1988;
Huang y col., 1995), aunque la utilizacion de inmunégenos mas especificos
contribuye a garantizar la obtencion de hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales que diferencien especies filogenéticamente proximas. En este
sentido, es posible emplear proteinas musculares especificas de cada especie
(Morales y col., 1993; Garcia y col., 1994) o péptidos sintéticos especificos de
especie, seleccionados mediante la comparacion de las secuencias de
aminoacidos de determinadas proteinas de las especies de interés (Rolland y
col., 1993). Asimismo, considerando que las proteinas estan codificadas
genéticamente por el ADN, la comparacién y busqueda de secuencias
peptidicas especificas puede basarse en el estudio de secuencias de ADN o
ARN mensajero disponibles en las bases de datos especializadas como EMBL
o GenBank.

De las numerosas proteinas inmundgenas que pueden presentar
epitopos especificos de especie, en este proyecto s¢ propone la utilizacion de
la creatin-quinasa, la actina o 1a hormona del crecimiento.
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La creatin-quinasa (CK) es una fosfagen-ATP fosfotransferasa propia
de los vertebrados, cuyas funciones son equivalentes a las de otras fosfagen
quinasas de los invertebrados. Estas enzimas catalizan la transferencia
reversible de los grupos fosfato entre el trifosfato de adenosina (ATP) y la
guanidina. Los animales vertebrados poseen tnicamente fosfocreatina como
fosfageno por lo que su tGnica fosfagen-quinasa es la creatinquinasa (CK),
mientras que en los animales invertebrados existen otras fosfagenquinasas:
argininquinasa (AK), glicociaminquinasa (GK), taurociaminqumasa (TK) y
lombricinquinasa (LK). La mayoria de las AKs son monémeros de 40 KDa, a
diferencia del resto de fosfagenquinasas, CK, GK, y LK que son dimeros u
octameros. Actualmente se conocen las secuencias de nucledtidos y/o de
aminoacidos de fosfagen-quinasas procedentes de varias especies de
invertebrados (Suzuki y Furukohri, 1994; France y col., 1997; Suzuki y col.,
1997, 1998) y vertebrados (Kwiatkowski y col., 1984; Ordahl y col., 1984;
Putney y col., 1984; West y col., 1984; Hossle y col., 1986, 1988; Perryman y
col., 1986; Villarreal-Levy y col., 1987; Wothe y col., 1990). La comparacién
de las secuencias disponibles pone de manifiesto 1a existencia de fragmentos
especificos, pero también de fragmentos muy conservados que resultan
adecuados para el disefio de cebadores universales para amplificar por PCR
cualquier fosfagen-quinasa (Suzuki y Furokohri, 1994). En consecuencia,
proponemos la utilizacion de cebadores basados en secuencias conservadas de
las fosfagen-quinasas para amplificar por PCR los genes que codifican la
creatinquinasa de salmoén, trucha y palometa. Posteriormente se analizaran las
secuencias obtensdas y se disefiaran péptidos especificos de cada e¢specie con
el fin de utilizarlos como inmunégenos.

Otra proteina interesante en la obtencién de anticuerpos monoclonales
es la actina, una de las mas abundantes y mejor estudiadas de los organismos
eucariotas (Pollard y Cooper, 1986). Las actinas de los vertebrados se dividen
en tres tipos: alfa-actinas, que se encuentran en ¢! tejido muscular, y beta- y
gamma-actinas, que constituyen el citoesqueleto de la mayor parte de las
células. Las actinas musculares y no musculares de los vertebrados son
proteinas muy conservadas, pero muestran diferencias caracteristicas en sus
secuencias de aminoacidos (Vandekerckhoe y Weber, 1984). Asimismo, se ha
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comprobado que las principales diferencias entre especies se encuentran en
los cinco primeros aminoacidos del extremo amino-terminal de la alfa-actina
(Kabsch y col., 1990). Watabe y col. (1995) obtuvieron y compararon la
secuencia de nucleétidos y aminoacidos a partir del ADNc que codifica la o~
actina de la carpa, y del carpin, Carassius auratus, comprobando que difieren
en dos aminoacidos del extremo N-terminal.

Estos resultados indican que probablemente se encontraran péptidos
especificos de especie en la region amino terminal de la alfa-actina de salmon,
trucha y palometa frente a los gque obtener amticuerpos monoclonales
adecuados para la identificacion de estas especies.

Como tercera opcion proponemos utilizar como inmunégeno la
hormona del crecimiento. Fl gen que codifica la hormona del crecimiento
(GH) se ha estudiado v secuenciado en vanias especies animales (Barta y col.,
1981; DeNoto y col., 1981; Woychik y col., 1982; Vize y Wells, 1987,
Agellon y col.,, 1988), observandose diferencias en la secuencia peptidica
entre especies relacionadas como Salmo y Oncorhynchus (Agellon y col.,
1988; Johansen y col., 1989; Devlin, 1993; McKay y col.,, 1996). Las
diferencias apreciadas permitiran seleccionar fragmentos inmundgenos
adecuados para la identificacion de especies.

Los inmundgenos seleccionados como consecuencia de la comparacion
de las proteinas propuestas, se mmocularan en ratones Balb/c, cuyo bazo
hiperinmune se¢ empleara en la obtencién de hbridomas que produzcan
anticuerpos monoclonales especificos para cada especie. Estos anticuerpos se
emplearan en el desarrollo de técnicas inmunoenzimaticas ELISA.

La utihzacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
asociada o no a la secuenciacion de los fragmentos amplificados y/o al
analisis de la longitud de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP) ha
permitido, como ya se ha descrito en este trabajo, la diferenciacion de
muestras frescas y ahumadas de salmoén, tucha y palometa. Ademas de estas
técnicas, se estan aplicando otros marcadores genéticos (RAPD, PCR-SSCP,
secuencias repetitivas de ADN cromosoémico, PCR maltiple, etc.) a la
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identificacion de especies proximas vy poblaciones de una misma especie
(Rehbein y col., 1999a, 199b). La eleccion del marcador “ideal” depende de
las caracteristicas de la especie a estudiar y su interaccion con el tipo de
marcador elegido (Ferguson y Danzmann, 1998). De hecho, la combinacion
de un marcador mitocondrial y otro nuclear parece ser lo mas eficaz (Ward
and Grewe, 1994),

Recientemente, en la identificacion de especies y poblaciones, la
atencion se ha centrado en ¢l estudio de determinadas secuencias repetitivas
de ADN. Distribuidos por todo el genoma de los orgamsmos eucariotas
existen bloques de secuencia similar o idéntica, entre los que se incluyen
familias multigénicas, como las que codifican las subunidades de ARN
ribosomico, y también otros tipos de secuencias como satélites, mimsatélites y
microsatélites. El polimorfismo de estas secuencias se demostro a finales de
los afios 80 (Tautz, 1989, Weber y May, 1989) y se ha comprobado que
muestran homogeneidad dentro de una misma especie o poblacton y al mismo
tiempo una gran variabilidad interespecifica o entre poblaciones distintas. Por
ello se consideran marcadores genéticos utiles para la identificacion de
especies o poblaciones y para determinar las relaciones filogenéticas entre
espectes estrechamente relacionadas (Quinn y col., 1992; Murata y col., 1993;
Wijers y col., 1993; Mizuno y col., 1995; Takasaki y col., 1996; Murakami y
Fujitani, 1997a, 1997b).

El estudio del polimorfismo de mini y microsatélites en un locus
determinado se basa en la especificidad de las secuencias de nucleotidos que
bordean el locus y en las vartaciones del miimero de repeticiones de la unidad
basica. Es necesario conocer las secuencias de nucledtidos de los fragmentos
de ADN que bordean el locus para disefiar cebadores que permitan su
amplificacion por la reaccién en cadena de la polimerasa (Jeffreys y col.,
1994) y asi comprobar ¢l nimero de repeticiones de la unidad basica
presentes en dicho locus en los individuos de una determinada especie o
poblacién. Precisamente la posibilidad de amplificacion por PCR y la
facilidad para diferenciar alelos han sido determinantes en la generalizacion
del uso de microsatélites como marcadores genéticos.
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Actualmente se dispone de cebadores para amplificar microsatélites en
especies como el salmén atlantico (Bentzen y col., 1991; Slettan y col., 1993),
trucha comim (Estoup y col., 1993), trucha arco iris (Morris, 1993; Sakamoto
y col., 1994), eglefino (Angers y col., 1995) o bacalao (Brooker y col., 1994).
El nivel de heterocigosidad encontrado en los microsatélites, y en particular
en las secuencias de dinucledtidos (GT)n y (AC)n, es muy elevado, por lo que
se han utilizado en la diferenciacion de poblaciones con niveles bajos de
variacion del ADN mitocondrial.

Conviene sefialar que los cebadores empleados en una especie para
amplificar determinados microsatélites pueden hibridar correctamente con el
ADN de individuos pertenecientes a geéneros o especies estrechamente
relacionadas (Estoup y col., 1993). Esta caracteristica de los microsatélites
resulta muy atil cuando se buscan marcadores capaces de identificar especies
ammales. Sin embargo, el elevado polimorfismo intraespecifico de la mayoria
de los microsatélites estudiados conmstitzye un inconvemente para la
diferenciacion interespecifica, donde interesan marcadores de especie y no de
individuos de una poblacion.

Como complemento de las técnicas genéticas desarrolladas en esta
tesis doctoral para la diferenciacion de salmoén, trucha y palometa,
consideramos que ¢l estudio y utilizacién de mini y microsatélites en estas
especies puede tener un gran interés practico y ser aplicable a 1a identificacion
de un mayor namero de especies de interés comercial.

Aungue se han descrito microsatélites tanto en el salmon atlantico
(Bentzen y col., 1993; Bentzen v Wright, 1993; McConneli v col., 1995;
Tessier y col., 1995; Taggart y col., 1995; Slettan y col., 1997; Goodier y
Dawvidson, 1998) como en la trucha arco iris (Sakamoto y col., 1994; Taylor,
1995; Morris y col., 1996; O'Connell y col., 1997), hasta donde llega nuestra
mformacion no se ha estudiado su presencia en la palometa.
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Fl procesado de los productos de la pesca en alimentos transformados,
como el salmon, 1a trucha o la palometa ahumados, implica la pérdida de las
caracteristicas anatomicas de los pescados y en consecuencia dificulta la
identificacién de las especies empleadas como materia prima en su
elaboracion. La exigencia de la normativa legal vigente (Real Decreto
331/1999 de 26 de febrero, B.O.E. numero 66, de 18 de marzo de 1999) en
cuanto a la presencia en el etiquetado de los productos pesqueros frescos,
refrigerados o cocidos, del nombre comercial y cientifico de la especie de que
se trata, justifica ¢l desarrollo de técnicas que permitan la identificacion de
especies en dichos productos de una manera eficaz, ripida, econémica y con
rigor cientifico. En este trabajo hemos utilizado dos tipos de técnicas cuya
aplicacion al analisis de alimentos ha experimentado un gran auge en los

nltimos afios: técnicas inmunologicas vy técnicas genéticas.

Las aplicaciones de las técnicas inmunologicas, especialmente las
técnicas inmumoenzimaticas (ELISA), a la diferenciacion de especies de
animales de abasto en carne y productos carnicos (Patterson, 1985; Castro v
col., 1990; Martin y col., 1991) y en leche y productos lacteos (Garcia y col.,
1990; Rodriguez y col., 1993; Levieux y Venien, 1994) son muy numerosas.
Actualmente se dispone de kits comerciales para la identificacion de especies
en mezclas camicas y lacteas, asi como para la deteccion de proteinas de
origen carnico o lacteo en otros productos alimenticios. Sin embargo, la
aplicacion de estas técnicas a la identificacion de especies de pescado y
marisco es escasa. Las aplicaciones disponibles con este objetivo se imitan al
desarrollo de algumas técnicas inmunolégicas para la identificacion de
sardinas enlatadas (Taylor y col., 1994a), bacalao y halibut (Dominguez y
col., 1997), langostinos (An y col., 1990), y cangrejo en derivados del surimi
(Verrez-Bagnis v Escriche-Roberto, 1993). Sin embargo, hasta donde llega
nuestra informacion, en esta tesis doctoral se aborda por primera vez la
obtencion de anticuerpos frente a las proteinas de salmon, trucha y palometa y
el desarrollo de técnicas ELISA para su diferenciacion en productos de la

pesca frescos y procesados. La obtencion de inmunosueros frente a las
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proteinas musculares solubles de salmdn, trucha y palometa, de los que se han
eliminado por neutralizacion las inmunoglobulinas responsables de la
aparicion de reacciones cruzadas, nos ha permitido desarroilar dos formatos
de las técnicas ELISA para la identificacion de las especies citadas (Carrera y
col., 1996; 1997).

Las proteinas musculares solubles de pescado se pueden desnaturalizar
por calor y los cambios estructurales resultantes afectan a la capacidad de los
anticuerpos para reconocer las proteinas utilizadas como antigenos. Sin
embargo, el ahumado en frio es un proceso en el que el pescado alcanza
temperaturas inferiores a los treinta grados centigrados y los resultados
alcanzados en este trabajo han permitido comprobar que Ia
inmunorreactividad de las proteinas musculares solubles no se ve afectada por
el procesado en dichas condiciones.

Debido a su sensibilidad, especificidad, rapidez y bajo coste, las
técnicas ELISA que hemos desarrollado son apropiadas para su utilizacion
como prucbas de campo. Esto hace que sean de gran interés para la inspeccion
e identificacion de especies.

Aunque las técnicas inmunologicas no se han aplicado asiduamente al
analisis de pescados y mariscos, la situacion es distinta en el caso de las
técnicas genéticas.

En la década de los ochenta se desarrollaron técnicas muy eficaces para
Ia amplificacién y secuenciacion del ADN que rapidamente se difundieron a
todos los laboratorios de investigacion genética. Este hecho permitié avanzar
en el conocimiento de la estructura, localizacion y regulacion de la expresion
de numerosos genes. Asimismo, a principios de los noventa se impulsé el
desarrollo de proyectos muy ambiciosos sobre la secuenciacion de genomas
completos, como el genoma humano (constituido por alrededor de 100.000
genes y 3.000 millones de pares de bases) y otros genomas menos complejos
entre los que se incluyen la bacteria Escherichia coli (tres millones de pares
de bases), la levadura Saccharomyces cerevisiae (14 millones de pares de
bases), 1a mosca de la fruta Drosophila melanogaster (165 millones de pares
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de bases) y el raton Mus musculus (3.000 millones de pares de bases). A
medida que aumenta el nimero de secuencias disponibles en diversos
organismos, la comparacion de genes permite establecer homologias y facilita
la birsqueda, amplificacion y secuenciacion de genes homologos en especies
distintas.

La gran cantidad de informacion sobre secuencias de ADN vertidas en
las bases de datos durante la Gltima década alcanza también a varias especies
de peces. La mayor parte de los estudios genéticos en peces tieme, sin
embargo, objetivos diferentes de la identificacion de especies y estan
encaminados principalinente al estudio de relaciones filogenéticas, estructura
de poblaciones y migraciones de determinadas especies (Lockwood y col,,
1993; Rosel y Block, 1996; Camey y col., 1997; Lu y col., 1997). No
obstante, ¢l conocimiento generado en dichos estudios y en otros realizados
en especies animales alejadas de los peces, permiten seleccionar fragmentos
de ADN con un grado de variabilidad intra- e interespecifica adecuada para la
diferenciacion de especies piscicolas filogenéticamente proximas. En este
sentido, los trabajos publicados hasta el momento con el objetivo de la
identificacion genética de especies de pescado y marisco de interés comercial,
se basan principalmente en ¢l analisis de las secuencias de nucledtidos de
fragmentos del ADN mitocondrnial amplificados por PCR utilizando cebadores
unmiversales (Bartlett y Davidson, 1992). Mediante la comparacion de las
secuencias correspondientes a un fragmento conservado del gen mitocondrial
citocromo b se han conseguido identificar varias especies de escombridos
frescos y enlatados (Bartlett y Dawvidson, 1991; Finnerty y Block, 1995;
Unseld y col., 1995; Quinteiro y col., 1998) y salmonidos (Lockwood vy col.,
1993; Nielsen y col., 1994). Sin embargo, la secuenciacion es un método de
analisis laborioso y caro y se han tratado de buscar otras alternativas para
detectar la vanabilidad de fragmentos de ADN sin necesidad de obtener las
secuencias de nucleotidos.

Una altermativa a la secuenciacidon consiste en el analisis del
polimorfismo de los fragmentos de restriccién (RFLP) de los productos de la
amplificacion del ADN obtenidos mediante la reaccion en cadena de la
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polimerasa. Esta técnica, con gran capacidad discriminatoria para la
identificacion de especies animales, se ha utilizado para la diferenciacién de
especies de peces planos (Céspedes y col., 1998, 1999), tanidos (Ram y col.,
1996; Quinteiro y col., 1998) y anguilas (Tagliavini y col., 1995), y es mucho
mas sencilla y menos costosa que la secuenciacion y el analisis de la
secuencia de nucleétidos. La técnica de PCR-RFLP se ha empleado en esta
tesis doctoral para la diferenciacion de salmoén, trucha y palometa (Carrera y
col., 1998, 1999a, 1999h).

La amplificacion por PCR de los genes citocromo b, citocromo oxidasa
Il y 16S ARNr dio lugar a bandas electroforéticas del mismo tamaiio en las
diferentes especies de pescado. Sin embargo, una vez analizadas las
secuencias de nucleotidos de los fragmentos amplificados en cada especie, se
identificaron diferencias especie-especificas que se podian poner de
manifiesto mediante la digestion con endonucleasas apropiadas. En
consecuencia, la técnica de PCR-RFLP permitio obtener perfiles especificos
de especie para salmon, trucha y palometa utilizando el gen citocromo b
amplificado con cebadores universales. Asimismo, el disefio sobre secuencias
de salmon y trucha de los cebadores utilizados en la amplificacion de los
genes citocromo oxidasa I y 16S ARNr ha resultado muy util para la
diferenciacion de dichas especies por PCR-RFLP, aunque no permitieron
amplificar los genes citados a partir del ADN de palometa debido a la
especificidad de los cebadores o a la degradacion observada en el ADN
obtenido de las muestras de esta especie.

Una segunda alternativa a la secuenciacion utilizada en este trabajo
para diferenciar especies de pescado filogenéticamente proximas consiste en
la seleccion de regiones del ADN cuya amplificacion con un mismo par de
cebadores da lugar a fragmentos de distinta longitud en cada especie. La
diferenciacion de especies se realiza mediante la visualizacion directa de
dichos fragmentos en geles de agarosa, sin necesidad de digerirlos con
enzimas de restriccion. Es el caso de la amplificacion de los genes nucleares
p33y 55 ARNr. Sin embargo, Ia diferencia en el tamafio de los fragmentos
amplificados con ¢l gen p53 fue tan pequeiia entre las especies estudiadas,
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que consideramos oportuno, para una mejor diferenciaciéon, someter dichos
fragmentos a una digestion con endonucleasas de restriccion.

De los dos genes nucleares empleados en este trabajo, el 5S ADNr
resulto atil para la diferenciacion de las tres especies analizadas, salmon,
trucha y palometa, mientras que el gen p33 fnicamente permitié la
diferenciacion de salmon y trucha. La ausencia de amplificacion del gen p53
en la palometa puede ser consecuencia de la degradacion del ADN sufrida por
las muestras de esta especie durante el procesado y la manipulacion del
pescado, aunque también podria ser consecuencia del caracter monocopia de
este gen y de la longitud del intrén 5 en la palometa, cuyo tamafio se
desconoce y pudiera exceder la longitud apropiada para su amplificacion.

Finalmente, la pregunta que surge es si las técnicas de PCR y PCR-
RFLP pueden competir con las técnicas actualmente dispomibles para la
diferenciacion de especies de pescado. Si la demanda continia, lo cual es
previsible teniendo en cuenta las exigencias legislativas del etiquetado, pronto
podremos ver métodos mas rapidos para la extraccion del ADN de las
muestras, miniaturizacion del formato de PCR e incluso la posibilidad de
aplicar esta técnica a nivel de campo. Por comparacion podemos pensar en el
desarrollo espectacular de las técnicas ELISA. Hace unos 20 afios, estas
técnicas se comsideraron como uma tecnologia compleja que solo podia
desarrollarse en laboratorios de investigacion muy equipados. Hoy dia se han
desarrollado formatos tan simples que se utilizan incluso a nivel doméstico.
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