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@ Resumen:

Procedimiento para la identificacion de las especies de
navajas comerciales Ensis arcuatus, E. siliqua y E. di-
rectus mediante PCR y andlisis RFLP del espaciador del
ADN ribosémico 5S.

Se establece un procedimiento para la identificacion de
las navajas comerciales Ensis arcuatus, E. siliquay E. di-
rectus basado en la amplificacion mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) del ADN ribosémico 5S
y posterior digestion con una enzima de restriccion. Las
tres especies de navajas se distinguen por el patrén de
digestion generado por la enzima de restriccion Baelll: en
E. arcuatus se obtienen fragmentos de aproximadamente
26, 120 y 270 pares de bases (pb), en E. siliqua de 26
y 400 pb y en E. directus se obtienen fragmentos de 24,
205y 215 pb. Las diferencias de tamano de los fragmen-
tos mas grandes de cada especie son apreciables en un
gel estandar de agarosa al 2%, permitiendo reconocer sin
dificultad cada especie. El procedimiento desarrollado no
depende del ciclo vital de los organismos y es valido pa-
ra productos manufacturados, tanto congelados como en
conserva.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la identificacién de las especies de navajas comerciales Ensis arcuatus, E. silicua y E. directus
mediante PCR y andlisis RFLP del espaciador del ADN ribosémico 5S.

Objeto de la invencion

El procedimiento desarrollado constituye un método sencillo basado en el andlisis de la secuencia del espaciador
no transcrito del ADN ribosémico 5S para identificar las especies de navajas comerciales Ensis arcuatus, E. siliqua 'y
E. directus.

Antecedentes de la invencion

La identificacién de especies en productos de la pesca y de la acuicultura se realiza principalmente en base a
caracteristicas morfoldgicas, lo cual requiere disponer de los especimenes enteros y de un detallado andlisis cuando
los ejemplares son muy pequefios. En el caso de productos manufacturados la identificacién se ve dificultada o incluso
impedida por la pérdida de referencias morfoldgicas, posibilitando la aparicion de fraudes, respecto a la sustitucién de
unas especies por otras de menos valor.

La explotacién de las tres especies se estd incrementando enormemente en el mercado, tanto espafiol como europeo.
La reciente introduccién de E. directus originaria de Estados Unidos en los mercados, asi como la similitud que existe
entre las tres especies ha determinado la necesidad de desarrollar técnicas que permitan la identificacién univoca de
las especies comercializadas para garantizar el cumplimiento de las normativas de comercializacién vigente y evitar
fraudes al consumidor.

Ante la necesidad de garantizar al consumidor un etiquetado correcto, se ha comenzado a aplicar métodos no
morfolégicos, basados en el andlisis de proteinas mediante técnicas electroforéticas o cromatograficas. Aunque validos
en algunos casos, estos métodos presentan la desventaja de que los perfiles proteicos son tejido dependientes y que
los tratamientos térmicos alteran las propiedades de las proteinas. Asi, se recurre a métodos basados en el ADN por
tratarse de una molécula mds resistente y por encontrarse en todos los tejidos.

Los métodos basados en el ADN empleados actualmente para la identificacion de especies generalmente hacen uso
de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Mediante el disefio de cebadores apropiados se pueden amplificar
directamente tramos de ADN que muestran variantes de longitud o bien amplificar series diferentes de fragmentos. En
otros casos, el producto amplificado puede analizarse por varios métodos para detectar polimorfismo. Estos incluyen
secuenciacion, digestion con enzimas de restriccion o andlisis SSCP (polimorfismo conformacional de la cadena sen-
cilla). No obstante, a la hora de aplicar cualquier técnica molecular debe tenerse en cuenta que el ADN extraido de
productos manufacturados a menudo no excede de unos pocos cientos de pares de bases.

En el caso de las navajas Ensis arcuatus (navaja), E. siliqua (longueirén) y E. directus, a pesar de que se explotan
y se manufacturan en diferentes paises europeos, no se dispone de ningtin criterio no morfolégico que permita su
identificacién en productos manufacturados. La innovacién que se presenta utiliza la técnica de PCR para amplificar
una region espaciadora localizada entre las regiones codificantes del ARN 5S, denominada espaciador no transcrito
(NTS), y posterior digestion con enzimas de restriccion.

La ventaja del ARNr 5S como marcador genético se debe a que esta presente en todos los eucariotas en multiples
copias que evolucionan de manera concertada, por lo que no presenta dificultades en la amplificacién por PCR vy,
en ausencia de polimorfismo intraespecifico, se comporta como un dnico locus. Ademads el tamafio del ARNr 5S en
estas navajas es menor de 500 pb, amplificindose facilmente a partir del ADN degradado, caracteristico de productos
manufacturados, especialmente los envasados en conserva.

El procedimiento que se presenta se ha establecido tras una etapa de investigacion encaminada a determinar la
secuencia nucleotidica de la region ARNr 58S y a evaluar la posible existencia de polimorfismo intraespecifico.

Sumario de la invencion

El procedimiento que se presenta permite diferenciar las navajas Ensis arcuatus, E. siliqua y E. directus por el
patrén electroforético observado en un gel de agarosa tras la digestion del producto de PCR de la regién ARNr 5S con
una enzima de restriccién. Emplea ADN extraido de ejemplares vivos, conservados en etanol, congelados o envasados
en conserva, y la amplificacién por PCR se lleva a cabo con el mismo par de cebadores en las tres especies, generando
en todas ellas un dnico fragmento de unas 430 pb. La digestion se realiza con el enzima de restricciéon Haelll que
presenta al menos un sitio de reconocimiento en el ARNr 5S en cada especie, dando lugar a fragmentos de aproxima-
damente unas 26, 120 y 270 pb en E. arcuatus, de 26, 205 y 215 pb en E. directus y de 24, 400 pb en E. siliqua. Las
diferencias de tamafio de los fragmentos més grandes de cada especie se aprecian claramente en un gel estdndar de
agarosa al 2%, criterio que permite reconocer sin dificultad cada especie.
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Descripcion detallada de una forma de realizacion preferida

1.- Extraccion de ADN
Segtin el método CTAB, seguimos los siguientes pasos:
- Pesar 30 mg de muestra en un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml.
- Afadir 400 ul de CTAB-buffer y 5 ul de Proteinasa K (1 mg/ml).
- Incubar a 60° durante toda la noche.
- Anadir 4 ul de RNAsa (2 mg/ml) e incubar 1 h a 37°C.
- Anadir un volumen de 400 p1 de fenol. Lavar 5 minutos en noria.
- Afiadir un volumen de 400 ul de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Lavar 5 minutos en noria.
- Centrifugar a 12000 rpm durante 5 minutos.
- Transferir el sobrenadante a otro tubo estéril.

- Repetir los pasos 2, 3 y 4 (cloroformo-alcohol isoamilico, lavar, centrifugar y transferir el sobrenadante a un tubo
nuevo).

- Anadir un volumen de 1000 ul de isopropanol frio. Mezclar por inmersién del tubo y centrifugar a 12000 rpm
durante 5 minutos.

- Se afiade 1000 ul de etanol 70° frio.

- Lavar durante una hora en noria.

- Centrifugar a 12000 rpm durante 5 minutos y eliminar el sobrenadante.

- Secar el ADN y resuspender en 100 ul de 1xTE (TRIS-EDTA).

2.- Amplificacion mediante PCR de la region ribosomica 5S

En nuestro caso utilizaremos un tinico par de cebadores en las tres especies. La amplificacion por PCR se realiz6
en un volumen final de 25 ul, conteniendo 25 ng de ADN, 2.5 uLL de buffer (con el magnesio incluido), ANTP 200
uM, 0.2 uM de cada primer, 2U de la enzima Taq polimerasa.

El protocolo de la PCR se ejecutard de acuerdo con el siguiente protocolo: una desnaturalizacién inicial de 3
minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 50°C durante 30 segundos y 72°C durante 45 segundos,
con un paso final de elongacién de 72°C durante 5 minutos.

3.- Digestion de los fragmentos amplificados con la enzima de restriccion Haelll

El producto de PCR del ADNr 58 se someti6 a digestién con la enzima de restriccién Haelll. La mezcla de reaccién
se realiz6 en volimenes de 15 ul, conteniendo 5 uLL de producto de PCR (aproximadamente 80 ng de ADN), 0.5 ul
de enzima (5U de enzima), 1.5 uL del buffer recomendado para cada enzima y 8 ul de agua estéril. La mezcla de
digestion se incub6 en estufa durante toda la noche. La reaccion se par6 afiadiendo 2 uL. de tampén de carga.

4.- Electroforesis en gel de agarosa para la separacion de los fragmentos amplificados

Se realiza en geles de agarosa al 2%, sometiéndolo a un voltaje de aproximadamente 3V/cm. durante 6-7 horas.
Los fragmentos amplificados se visualizan tras tincién con Bromuro de Etidio bajo iluminacién con luz ultravioleta.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la identificacién de las especies de navajas comerciales Ensis arcuatus, E. siliqua y E.
directus mediante PCR y andlisis RFLP del espaciador del ADN ribosémico 5S, basado en la amplificacién de la
regiéon ARNr 58S y posterior digestién con enzimas de restriccion.

2. Procedimiento para la identificacién de las especies de navajas comerciales Ensis arcuatus, E. siliqua y E.
directus mediante PCR y andlisis RFLP del espaciador del ADN ribosémico 5S, segtin la reivindicacién 1, basado en
la secuencia nucleotidica de la region ARNr 5S.

3. Procedimiento para la identificacién de las especies de navajas comerciales Ensis arcuatus, E. siliqua y E.
directus mediante PCR y andlisis RFLP del espaciador del ADN ribosémico 5S, segtin la reivindicacién 1, basado en
la digestion de la region ARNr 5S con el enzima de restricciéon Haelll o cualquier otro enzima que muestre sitios de
reconocimiento en las especies seialadas.
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