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La presente invencion se refiere a un método para la de-
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Pagrus auriga 'y Diplodus sargus, mediante el empleo de
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cias. Finalmente, la invencién se refiere a un kit para la
realizacion del método de la invencion.
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DESCRIPCION

Meétodo para la deteccion e identificacion de especies de la familia Sparidae.
Campo de la invencion

La presente invencidn se refiere, en sentido amplio, al anlisis genético de diferentes especies de la familia Sparidae
a través de cebadores especificos y en concreto a un método para la deteccion e identificacion de las especies Pagrus
pagrus, Pagrus auriga y Diplodus sargus, mediante el empleo de técnicas PCR para la amplificacién de la secuencia
de la regién ITS-1 del gen ribosémico ADNr 45S de dichas especies.

Antecedentes de la invencion

La familia Sparidae comprende unas 125 especies distribuidas en 37 géneros (Accioly 1. V., and Molina W. F.
(2008). Cytogenetic studies in Brasilian marine Sciaenidae and Sparidae fishes (Perciformes). Genetics and Molecular
Research 7: 358-370), de ellas aproximadamente 24 especies (10 géneros) estan descritas en el Atldntico noreste y
el Mediterrdneo (De la Herrdn R., Ruiz Rejon C., Ruiz Rejon M., and Garrido-Ramos M. A. (2001). The molecular
phylogeny of the Sparidae (Pisces, Perciformes) based on two satellite DNA families. Heredity 87: 691-697).

Los miembros de esta familia estdn ampliamente distribuidos por aguas tropicales y templadas en los Océanos
Pacifico, indico y Atlantico; asi como por los mares europeos, sobre todo el Mediterrdneo (Accioly & Molina, 2008;
Cataudella S., Perin Riz P, and Sola L. (1980). A chromosome study of eight mediterranean species of Sparidae
(Pisces, Perciformes). Genética 54: 155-159). En concreto, la especie Pagrus pagrus se distribuye a lo largo de las
dos costas Atlanticas, por el oeste se encuentra desde las costas de EEUU hasta Argentina, incluyendo el Golfo de
Meéxico y las aguas del Caribe. Por el Atldntico este se encuentra desde las Islas Britdnicas hasta las costas de Senegal,
incluyendo todo el Mediterraneo, las Islas Madeira y Canarias. Mientras, Pagrus auriga coincide con P. pagrus en las
costas del Atlantico este, desde Portugal hasta Angola, incluyendo también el Mediterraneo, Islas Madeira y Canarias
(Bauchot M. L., and Hureau J. C. (1986). Sparidae. In “Fishes of the North-Eastern Atlantic and the Mediterranean”
(M. L. B. P. J. P. Whitehead, J. C. Hureau, J. Nielsen, and E. Tortonese, Ed.), UNESCO, Paris). De 1a misma forma,
Diplodus sargus se distribuye a lo largo de las costas del Atlantico este, desde Francia hasta Angola, incluyendo
también el Mediterraneo y las Islas Madeira, Canarias y Azores. Los esparidos poseen un enorme valor comercial y
econdmico, tanto desde el punto de vista de la pesca extractiva como desde el de la acuicultura. Tanto el pargo (Pargus
pargus), la urta (Pargus auriga) y el sargo (Diplodus sargus) alcanzan precios muy elevados en los mercados y son
especies prioritarias para la diversificacién de la acuicultura.

Los problemas taxonémicos evidentes dentro de la familia Sparidae, la amplitud de sus hdbitats y su elevado interés
comercial, hacen necesaria la busqueda de marcadores moleculares que permitan identificar especies o diferenciar
entre poblaciones de una misma especie.

En este sentido, las familias multigénicas del ADN ribosémico han demostrado ser eficaces para este objetivo en
otras especies de peces, como en el género Brycon (Wasko A. P., Martins C., Wright J. M., and Galetti Jr P. M. (2001).
Molecular organization of 58 rDNA in fishes of the genus Brycon. Genome 44: 893-902), en salménidos (Pendds
A. M., Mordn P, Martinez J. L., and Garcia-Vdsquez E. (1995). Applications of 5S rDNA in Atlantic salmoén, brow
trout, and in Atlantic salmoén x brown trout hybrid identification. Molecular. Ecol. 4: 275-276), en ciclidos (Booton
G. C, Kaufman L., Chandler M., Oguto-Ohwayo R., Duan W., and Fuerst P. A. (1999). Evolution of the ribosomal
RNA Internal Transcribed Spacer One (ITS-1) in Cichlid fishes of the Lake Victoria region. Molecular Phylogenetics
and Evolution 11: 273-282), en lenguados (Manchado M., Zuasti E., Cross 1., Merlo A., Infante C., and Rebordinos
L. (2006a). Molecular characterization and chromosomal mapping of the 58 rRNA gene in Solea senegalensis: a
new linkage to the Ul, U2, and U5 small nuclear RNA genes. Genome; M. Manchado, L. Rebordinos and C. Infante
(2006b). Ul and U2 small nuclear RNA genetic linkage: a novel molecular tool for identification of six sole species
(Soleidae, Pleuronectiformes). Journal of Agricultural and Food Chemistry 54: 3765-3767), o en escombridos (Infante
C., Blanco E., Zuasti E., Crespo A., and Manchado M. (2007). Phylogenetic differentiation between Atlantic Scomber
colias and Pacific Scomber japonicus based on nuclear DNA sequences. Genética 130: 1-8; Manchado M., Infante C.,
and Catanese G. (2007). “Marcadores moleculares en especies marinas. Bases tedricas, tipos y aplicacion al estudio
de las relaciones filogenéticas, estructura poblacional y autentificacion de melva (Auxis rochei)”, Viceconsejeria.
Servicio de Publicaciones y Dilvulgacion, Sevilla). Se han utilizado incluso para la identificacion de especies en filetes
de pescado ahumados (Carrera E. et al. “Differentiation of smoked Salmo salar, Oncorhynchus mykiss and Brama raii
using the nuclear marker 5§ rDNA” International Journal of Food Science and Technology (2000), 35, 401-406).

Salvo excepciones, como son algunos protozoos y hongos, los ADN ribosémicos de eucariotas se encuentran
constituyendo dos familias multigénicas distintas cuyas unidades se repiten en tindem de cientos a miles de veces en
el genoma nuclear: la familia representada por el ADN ribosémico 45S, que codifica para los genes ribosdmicos 18S,
5.8S y 28S (268 en levaduras), y la familia representada por el gen 5S, que codifica para el ARN ribosémico 5S.

Ambas familias suelen encontrarse en cromosomas distintos. Cada uno de estos loci esta constituido por repeticio-
nes de estas unidades ribosémicas dispuestas en tdndems.
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Launidad 458 incluye, aparte de los mencionados genes, dos espaciadores internos que se transcriben denominados
ITS (Internal Transcribed Spacers); el ITS-1, que separa los genes 18S y 5.8S, y el ITS-2, que separa los genes 5.8S y
288S.

Cada una de estas unidades se encuentra a su vez separada de la contigua por dos tipos de espaciadores: un
espaciador externo que también se transcribe, ETS, (External Transcribed Spacer), que flanquea el gen 18S en su
extremo 5’ y al 28S en el 3’, y otra secuencia, que en su origen se consideré como no transcrita, situada entre los 2
ETSs. Con posterioridad se ha comprobado que esta dltima secuencia se transcribe a niveles bajos en algunas especies
y que estd implicada en la regulacion de la transcripcion de los genes ribosémicos, por lo que se ha denominado IGS
(Intergenic Spacer).

Las regiones espaciadoras no codificantes del gen ribosémico 45S (ITS-1, ITS-2 o IGS) han sido utilizadas en
multitud de ocasiones como marcadores para diferenciar especies o incluso para vislumbrar la estructura poblacional
de una misma especie, por lo que estas regiones de ADN se sitdan como excelentes marcadores moleculares para la
identificacién de especies.

Por otra parte, el creciente interés industrial hacia métodos rdpidos ha conducido a la elaboracién y aplicacion de
métodos basados en PCR-multiplex (PCR mediante el uso de multiples cebadores) para la deteccién e identificacion
de especies utilizadas en elaboracion de alimentos, por ejemplo identificacién de materia prima a base de bonito (Wen-
Feng Lin and Deng-Fwu Hwang “A multiplex PCR assay for species identification of raw and cooked bonito” Food
Control 19 (2008) 879-885), deteccidn de la adulteracion de las especies de peces en la industria de restaurantes (Asen-
sio L. et al. “Application of multiplex PCR for the identification of grouper meals in the restaurant industry” Food
Control 19 (2008) 1096-1099), alimentos a base de carnes (Ghovvati S. et al. “Fraud identification in industrial meat
products by multiplex PCR assay” Food Control 20 (2009) 696-699) y también para estudiar la seguridad alimentaria
como la identificacién de microbios patdgenos en los alimentos (Germini A. et al. “Simultaneous detection of Esche-
richia coli 0175:H7, Salmonella spp., and Listeria monocytogenes by multiplex PCR” Food Control 20 (2009) 733-
738) y cereales genéticamente modificados (Forte V.T. et al. “A general multiplex-PCR assay for the general detection
of genetically modified soya and maize” Food Control 16 (2005) 535-539).

Los autores de la presente invencion han secuenciado por primera vez la regién ITS1 en las especies Pagrus pagrus
(pargo), Pagrus auriga (urta) y Diplodus sargus (sargo), de la familia Sparidae, lo que les ha permitido obtener un
marcador molecular para poder diferenciar estas tres especies de tan alto valor comercial.

Asi, han desarrollado un nuevo método para la deteccién e identificacién simultdnea en una muestra de estas 3
especies mediante la amplificacién por PCR multiplex de la secuencia de la region ITS-1 del gen ribosémico 45S
utilizando cebadores especie-especificos disefiados para este fin y empleando una sola muestra del pez o del producto
procesado. Este método permite asegurar la autenticidad de los alimentos que contengan estas especies, permitiendo
iniciativas como denominaciones de origen.

Objeto de la invencion

En primer lugar, es objeto de la invencion un método para la deteccidn e identificacién simultdnea en una muestra
de la presencia o ausencia de al menos una de las especies de la familia Sparidae, seleccionada entre Pagrus pagrus,
Pagrus auriga y Diplodus sargus, mediante la amplificacién por PCR de la secuencia de la regién espadadora ITS-1
del gen ribosémico 45S de al menos una de esas especies.

Son también objeto de la invencién las secuencias de la region espadadora ITS-1 no codificante del ADN ribos6-
mico 458 de cada una de estas especies, mostradas en SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2 y SEQ ID NO 3, respectivamente,
empleadas como marcador genético para la deteccion e identificacidn de las especies citadas.

Son también objeto de la invencién cada uno de los cebadores empleados en la amplificacién de la regién espacia-
dora ITS-1 no codificante del ADN ribosémico 45S de cada una de estas especies, de secuencias SEQ ID NO 4, SEQ
ID NO 5, SEQ ID NO 6,y SEQ ID NO 7.

Finalmente, es objeto de la invencién un kit para llevar a cabo el método descrito.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Productos de amplificacién de la region ITS-1 en Pagrus pagrus, Pagrus auriga y Diplodus sargus.

Figura 2: Sitio de anclaje (sombreado) de los cebadores especificos en la regién ITS-1 del gen 45S de Pagrus
pagrus.

Figura 3: Sitio de anclaje (sombreado) de los cebadores especificos en la region ITS-1 del gen 45S de Pagrus
auriga.

Figura 4: Sitio de anclaje (sombreado) de los cebadores especificos en la region ITS-1 del gen 45S de Diplodus
sargus.
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Descripcion de la invencion

La presente invencidn se enfrenta al problema de detectar e identificar simultdneamente en una muestra la presencia
de hasta tres especies de la familia Sparidae (Pagrus pagrus, Pagrus auriga y Diplodus sargus) de forma rédpida,
especifica y eficaz.

La solucién planteada por los autores de la presente invencién se basa en el empleo de la secuencia de la region
ITS-1 del ADN ribosémico 45S, de aqui en adelante secuencia de la regién ITS-1, como marcador genético y en el
disefo de cuatro cebadores especie-especificos (tres cebadores “forward” o sentido, especificos de cada especie, y un
cebador “reverse” o antisentido, comun a las tres especies) que amplifican dicha secuencia, obteniéndose unas bandas
de producto amplificado diferenciales en funcion de la/las especie/s presentes en la muestra.

El alineamiento de las secuencias completas del ADNr 45S de las tres especies estudiadas (Pagrus pagrus, Pagrus
auriga 'y Diplodus sargus) revela una diferencia muy significativa en las regiones ITS-1 de dichas especies, lo que ha
permitido desarrollar el método objeto de la presente invencién.

Asi, en una realizacion principal se contempla un método para la deteccion e identificacién simultdnea en una
muestra de al menos una de las especies de la familia Sparidae seleccionada entre Pagrus pagrus, Pagrus auriga y
Diplodus sargus, mediante la amplificacién por PCR de la secuencia de la regién ITS-1 del gen ribosémico 45S de al
menos una de esas especies (de aqui en adelante, método de la invencion).

La secuencia de la region ITS-1 de cada una de estas especies no habia sido secuenciada anteriormente, y por tanto,
no habia sido descrita nunca como marcador genético para la deteccioén y/o identificacién de especies de la familia
Sparidae.

Por tanto, en otro aspecto principal de la invencién se contempla cada una de las secuencias aisladas correspon-
dientes a las regiones ITS-1 del ADNr 45S de cada una de las especies citadas empleadas como marcadores genéticos
en el método de la invencion.

Concretamente, se contempla una molécula de ADN aislada que se corresponde con la secuencia de la regién ITS-
1 de la especie Pagrus pagrus, mostrada en SEQ ID NO 1; una molécula de ADN aislada que se corresponde con la
secuencia de la regién ITS-1 de la especie Pagrus auriga, mostrada en SEQ ID NO 2; y una molécula de ADN aislada
que se corresponde con la secuencia de la regién ITS-1 de la especie Diplodus sargus, mostrada en SEQ ID NO 3.

En la presente invencion, por “muestra” se entiende tanto una muestra de un pez, fresco o congelado (en la que se
detectarfa una o ninguna de las especies), o como una muestra de un producto procesado (donde se podrian detectar e
identificar hasta las 3 especies simultdneamente). Por “producto procesado” se entiende aquellos productos, frescos o
congelados, elaborados a base del pez entero o una parte del mismo.

Ejemplos no limitantes de “productos procesados” son productos ahumados, desecados, fileteados, enlatados, etc.

En una realizacién preferida, la PCR empleada para llevar a cabo la amplificacién del método de la invencién es una
PCR multiplex en un solo paso, que permite emplear simultineamente tantos cebadores como sea necesario, en este
caso cuatro cebadores, en lugar de un solo par, como en la PCR estandar, lo que permite la deteccién e identificacién
simultdnea de la presencia o ausencia de las tres especies citadas en la presente invencidn, a partir de una sola muestra.

La extraccion del ADN de la muestra se puede llevar a cabo mediante cualquier kit de extraccién de ADN conocido
en el estado de la técnica.

Para la realizacion del método se han disefiado PCRs que puedan ser realizadas en un rango amplio de condiciones.
Cualquier mezcla de reaccién de las habitualmente empleadas en PCR dara buenos resultados, aunque en realizaciones
preferidas de la invencién se emplean concentraciones finales de 10 ng de ADN genémico, 3 mM de MgCl,, 200 uM
dNTP’s, 0.2 uM de cada cebador y 2U de la enzima pollmerasa Tag. Por otra parte, se puede emplear cualquier termo-
ciclador normal, aunque en realizaciones particulares de la invencién se emplea un termociclador Gene Amp® PCR
System 2700. Los tiempos de desnaturalizacién, anillamiento y extension; suelen estar entre 30 y 75 segundos en 25-
40 ciclos, pero en realizaciones preferidas se emplean tiempos de 45 segundos para desnaturalizacion y anillamiento
y 60 segundos para extensién en 35 ciclos.

Las diferencias interespecificas de las regiones ITS-1 se pueden resolver y ser visualizadas mediante diversos tipos
de electroforesis, aunque en realizaciones particulares de la invencidn la combinacién de cebadores seleccionados para
la realizacién del PCR multiplex genera productos de PCR diferenciales visualmente mediante electroforesis en gel
de agarosa.

En una realizacion particular del método de la invencién la amplificacién de la SEQ ID NO 1 se lleva a cabo
mediante el empleo del par de cebadores de secuencias SEQ ID NO 4y 7.

De forma preferida, el empleo de la combinaciéon de cebadores de secuencias SEQ ID NO 4 y SEQ ID NO 7,
permite la amplificacion de un fragmento de la regién ITS-1 de 789 pb, especifico de Pagrus pagrus.
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En otra realizacién particular, la amplificacién de la SEQ ID NO 2 se lleva a cabo mediante el empleo del par de
cebadores de secuencias SEQ ID NO 5y SEQ ID NO 7.

De forma preferida, el empleo de la combinacién de cebadores de secuencias SEQ ID NO 5 y SEQ ID NO 7,
permite la amplificacién de un fragmento de la regién ITS-1 de 644 pb, especifico de Pagrus auriga.

En otra realizacion particular, la amplificacién de la SEQ ID NO 3 se lleva a cabo mediante el empleo del par de
cebadores de secuencias SEQ ID NO 6 y SEQ ID NO 7.

De forma preferida, el empleo de la combinacién de cebadores de secuencias SEQ ID NO 6 y SEQ ID NO 7,
permite la amplificacién de un fragmento de la region ITS-1 de 553 pb, especifico de Diplodus sargus.

Como se ha citado anteriormente, la secuenciacién de las regiones ITS-1 de las especies estudiadas y sus poste-
riores alineamientos han revelado sitios polimoérficos en las distintas secuencias y propios de cada especie, lo que ha
permitido disefar estos cebadores especificos de especie que permiten la identificacién de cada una de estas especies
y la diferenciacién entre ellas de forma simultdnea en un solo paso.

Asi, la presente invencion contempla los oligonucleétidos de secuencias mostradas en SEQ ID NO 4, SEQ ID NO
5, SEQ ID NO 6 y SEQ ID NO 7 para su empleo en el método de la invencién.

De forma particular, el oligonucleétido de SEQ ID NO 4 con secuencia mostrada en SEQ ID NO 4, se emplea
como cebador en la identificacién de la especie Pagrus pagrus.

El oligonucle6tido, con secuencia mostrada en SEQ ID NO 5, se emplea como cebador en la identificacién de la
especie Pagrus auriga.

El oligonucleétido, con secuencia mostrada en SEQ ID NO 6, se emplea como cebador en la identificacién de la
especie Diplodus sargus.

Y el oligonucleétido, con secuencia mostrada en SEQ ID NO 7, se emplea como cebador en la identificacién de
cualquiera de las especies Pagrus pagrus, Pagrus auriga y Diplodus sargus.

El método de la presente invencién es mds rapido y fiable que los anteriormente descritos en el estado de la
técnica. Mds rdpido porque el empleo de la secuencia de la regién ITS-1 como marcador genético permite llevar a
cabo el método en un solo paso, utilizando tnicamente la técnica PCR, en vez de la técnica PCR-RFLP con enzimas
de restriccién, empleada en otros trabajos, y mds fiable por que se emplean cebadores especie-especificos, disefiados
exclusivamente para la realizacion de este método, que amplifican solamente en una especie concreta.

Finalmente, otro aspecto principal de la invencién se refiere a un kit para llevar a cabo el método de deteccidén e
identificacién de al menos una de las especies citadas, descrito en la presente invencién, que comprende una solucién
formada por un oligonucleétido de secuencia SEQ ID NO 7 y al menos un oligonucleétido seleccionado de entre SEQ
ID NO 4, SEQ ID NO 5y SEQ ID NO 6. En una realizacién preferida, la solucién del kit incluye simultdneamente los
cuatro oligonucleétidos (SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 6 y SEQ ID NO 7).

Los ejemplos que siguen a continuacion ilustran la presente invencidn, pero no deben ser considerados como
limitaciones a los aspectos esenciales del objeto de la misma, tal como han sido expuestos en los apartados anteriores
de esta descripcion.

Ejemplo 1
Material y métodos
Muestras

Para llevar a cabo el analisis molecular de las familias multigénicas se tomaron muestras de tejido muscular de tres
individuos distintos de Diplodus sargus, Pagrus pagrus y Pagrus auriga. Los peces fueron cedidos por el centro de
investigacién IFAPA “El Torufio” (Puerto de Santa Maria, Cadiz, Espaiia).

Clonacion, secuenciacion y andlisis de las secuencias

La extraccién de ADN de los tejidos musculares se realizé siguiendo el protocolo descrito en el kit FastDNA® (Q-
Biogene). Una vez comprobada la validez de la extraccién por andlisis en gel de agarosa, se realizé a cada individuo
una amplificacién por PCR de la regién completa del ITS-1, incluyendo parte del las regiones codificantes ADNr
18S y ADNr 5.8S. Para ello se utilizaron las parejas de cebadores descritas por Kuriiwa K., Hanzawa N., Yoshino
T, Kimura S., and Nishida M. (2007). Phylogenetic relationships and natural hybridization in rabbitfishes (Teleostei:
Siganidae) inferred from mitochondrial and nuclear DNA analyses. Molecular Phylogenetics and Evolution 45: 69-
80. La reaccidn se llevo a cabo en 50 ul totales que contenian 60-80 ng de ADN genémico, 3 mM de CI2Mg, 300
uM de cada ANTP, 0.2 pmol de cada cebador y 3 U de Taq polimerasa (Euroclone). Las condiciones de amplificacion
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fueron las mismas descritas por Cross I., Diaz E., Sanchez I., and Rebordinos L. (2005). Molecular and cytogenetic
characterization of Crassostrea angulata chromosomes. Aquaculture 247: 135-144.

Los productos de PCR fueron purificados mediante el kit NucleoSpin® Extract IT (Macherey-Nagel). Estos produc-
tos de PCR purificados fueron clonados en vectores pPGEM®-T Easy (Promega), una vez crecidos los clones recom-
binantes se extrajeron los plasmidos con el kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel). Los pldsmidos se enviaron
al Servicio Central de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la Universidad de Cordoba (Espafia) y al SCAI de la
Universidad de Malaga (Espafia) para la secuenciacion de los insertos clonados.

Las secuencias de los clones fueron alineadas con el programa ClustalW (Thompson J. D., Higgins D. G., and
Gibson T. J. (1994). CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive miiltiple sequence alignment through se-
quence weighting, position-specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Res. 22: 4673-7680), y las
secuencias consenso fueron creadas mediante el programa BioEdit (Hall T. A. (1999). BioEdit: a user-friendly bio-
logical sequence alignment editor and analysis program for Windows 95/98/NT. Nucl. Acids Symp. Ser. 41: 95-98).
Las secuencias consenso fueron sometidas al BLASTN (Altschul S. F.,, Gish W., Miller W., Myers E. W., and Lipman
D. J. (1990). Basic local alignment search tool. J. Mol. Biol. 215: 403-410), tanto las regiones codificantes como las
espaciadoras. Por otro lado, se procedi6 al disefio, dentro de los espaciadores ITS-1, de cebadores especificos de cada
especie, consiguiendo disefiar 3 cebadores “forward” especificos de cada especie y uno “reverse” comun a las tres
especies (Tabla 1). Con estos cuatro cebadores se realizé una PCR multiplex, cuyas condiciones de PCR fueron las
mismas, y para observar las bandas especificas de cada especie se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
durante 1.5 horas a 80 V.

TABLA 1

Descripcion de los cebadores utilizados

Cebadores especificos Secuencia
ITS1PpF: 5°>-GCCTGCGCGGATAAAGCACA-3’
(SEQ ID NO 4)

ITSIPaF: 5°-GTTGCTCGGAACGCTCTCCT-3’
(SEQID NO 5)

ITS1DsF: 5-CGCGACAAAAGCAACTATGT-3’
(SEQ ID NO 6)

ITS1INR: 5’-CACAAGACAGAGGGTTTGAC-3’
(SEQIDNO 7)

‘Fordward’ P. pagrus

‘Fordward’ P. auriga

‘Fordward’ D. sargus

‘Reverse’ comiin

Resultados

De cada especie se amplific6 al menos 3 individuos. Se obtuvo unas amplificaciones claras y repetitivas de la region
ITS-1, dando una banda de 789 pb en los individuos de P. pagrus, de 644 pb en los de P. auriga y de 553 pb en los de
D. sargus (Fig. 1). Con estos resultados se pudieron identificar de manera rapida y clara tres especies pertenecientes a
la familia Sparidae (pargo, urta y sargo) de alto valor comercial y de enorme proyeccién en el campo de la acuicultura.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la deteccion e identificacién simultdnea en una muestra de al menos una de las especies de la
familia Sparidae seleccionada entre Pagrus pagrus, Pagrus auriga y Diplodus sargus, mediante la amplificacién por
PCR de la secuencia de la regién espadadora ITS-1 del gen ribosémico 45S de al menos una de esas especies.

2. Método, segtin la reivindicacion 1, caracterizado porque la amplificacion se lleva a cabo mediante PCR multi-
plex.

3. Método, segtin la reivindicacion 1, donde las secuencias de la region espadadora se seleccionan entre SEQ ID
NO 1, SEQID NO 2y SEQ ID NO 3.

4. Método, segtin la reivindicacién 3, donde la amplificacién de la SEQ ID NO 1 se lleva a cabo mediante el empleo
del par de cebadores de secuencias SEQ ID NO 4y 7.

5. Método segtin la reivindicacién 4, caracterizado porque el empleo de la combinacién de cebadores de secuen-
cias SEQ ID NO 4 y SEQ ID NO 7, permite la amplificaciéon de un fragmento de la regién espaciadora de 789 pb,
especifico de Pagrus pagrus.

6. Método segtin la reivindicacién 3, donde la amplificacién de la SEQ ID NO 2 se lleva a cabo mediante el empleo
del par de cebadores de secuencias SEQ ID NO 5y SEQ ID NO 7.

7. Método segtn la reivindicacion 6, caracterizado porque el empleo de la combinacién de cebadores de secuen-
cias SEQ ID NO 5 y SEQ ID NO 7, permite la amplificaciéon de un fragmento de la regién espaciadora de 644 pb,
especifico de Pagrus auriga.

8. Método segtin la reivindicacion 3, donde la amplificacion de la SEQ ID NO 3 se lleva a cabo mediante el empleo
del par de cebadores de secuencias SEQ ID NO 6 y SEQ ID NO 7.

9. Método segtin la reivindicacién 8, caracterizado porque el empleo de la combinacion de cebadores de secuen-
cias SEQ ID NO 6 y SEQ ID NO 7, permite la amplificaciéon de un fragmento de la regién espaciadora de 553 pb,
especifico de Diplodus sargus.

10. Molécula de ADN aislada que se corresponde con la secuencia de la regién espaciadora ITS-1 no codificante
del ADN ribosémico 45S de la especie Pagrus pagrus, mostrada en SEQ ID NO 1.

11. Molécula de ADN aislada que se corresponde con la secuencia de la region espaciadora ITS-1 no codificante
del ADN ribosémico 45S de la especie Pagrus auriga, mostrada en SEQ ID NO 2.

12. Molécula de ADN aislada que se corresponde con la secuencia de la regién espaciadora ITS-1 no codificante
del ADN ribosémico 45S de la especie Diplodus sargus, mostrada en SEQ ID NO 3.

13. Oligonucleétido, con secuencia mostrada en SEQ ID NO 4, para su uso como cebador en la identificacion de
la especie Pagrus pagrus, segtin el método de la reivindicacién 1.

14. Oligonucledtido, con secuencia mostrada en SEQ ID NO 5, para su uso como cebador en la identificacién de
la especie Pagrus auriga, segtiin el método de la reivindicacion 1.

15. Oligonucledétido, con secuencia mostrada en SEQ ID NO 6, para su uso como cebador en la identificacién de
la especie Diplodus sargus, segiin el método de la reivindicacién 1.

16. Oligonucledtido, con secuencia mostrada en SEQ ID NO 7, para su uso como cebador en la identificacién de
las especies Pagrus pagrus, Pagrus auriga y Diplodus sargus, segin el método de la reivindicacion 1.

17. Kit para llevar a cabo el método de las reivindicaciones 1-9 que comprende una solucién formada por el
oligonucléetido de secuencia SEQ ID NO 7 y al menos un oligonucleétido seleccionado de entre SEQ ID NO 4, SEQ
ID NO 5y SEQ ID NO 6.

18. Empleo de la region ITS-1 del gen ribosémico 45S como marcador genético para la deteccion e identificacion
de especies de la familia Sparidae.
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> METODO PARA LA DETECCION E IDENTIFICACION DE ESPECIES DE LA FAMILIA SPARIDAE

<130> 180/09

<160> 7

<170> Patentln version 3.3

<210>1
<211> 890
<212> DNA

<213> Pagrus pagrus

<220>

<223> Regi6n ITS-1

<400> 1

accggttgtc

gaacgccgcc
ccggcgggtc

tgcacctctc

gggctgcggg
cttgcacctc
cggtgggtgt
ccaaaccggg
cgctcggect
ggtacggtgg
ctcaccctcc
ggtacccaac
acctgacccg
ggttaacccc

gaaaatgaac

<210>2
<211>732
<212> DNA

tgccaggttt
gagggtctct
tcccgaggtg
tctcgggggt

agtcgggggg
tctctcgtgg

tgggctcctc
cgaactcgct
gctccgaggg
tgtcgcctag
caagcgcggt
tcgectctec
agccccagceg
cccatttttt

Caaadaacaa

<213> Pagrus auriga

<220>

<223> Regioén ITS-1

ccggcecgagg
cgtcaggcgce
cgcggcetctce
tgtgcctgeg
gcaggcgctce
g9gggggtgcc
ctccacgcetc
tcgecgecgg
cacgacggac
tccggtaaca
tgcggttgec
cctccgggga
gcggaggett
ttttgtcaaa

accttgacaa

ggccagcctg
gtcgacaccc
cgtggtagct
gctgggggtt
tccgtggtag
tgcggctggg
ccaccaaccc
ctacgccccc
ttgacgtgtc
ctgggcccgce
tcgaccctgg
ttggcgggag
gtccgtgtgg
ccctetgtet

ctcttagcgg

cgcggataaa
cttcgcgggg
cgggcctcct
ggttgaactt
ctcgggectc
ggtggttgaa
tgttgtccgg
tccacccacg
gggttgcgcet
ccccaaaacc
cctcecctecg
gttcaatgac
agcgcccgga
tgtgaacttg

tggatcactc

gcacaaactc
gggccggegt
cctctaccct
gcgctgeggt
ttcctctacc
ccttgcgetg
agcctcgaac

ctacgcttcc

cgcaggaggg

cattcggaac

cgcgecctceg
tcctacaccg

ggtttttggg
tggccaaggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
890
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<210>4

<400> 2
accggtttct ttctggcggg ccagtcccgt tgctcggaac gctctcctce tcgccgaggg 60
tctctcgtcc ggecgegtcge cccttagcgg ggccggcgec cggegggtct cccgaggtgt 120
cgcggttctc cgtcgtcgec tgggectctt cctctcccct tgcacctctc ccaaggggtg 180
cctgeggcgg ggggtggttg aacttgcgct gcggtgggcc gcgggtgggg tcaaaccctg 240
ccaacaaacc acctgtagtc tggagcctcg aacccaaccg ggcgacctcg cttcgecacc 300
ggttacgccc cctccaccce acgctacgcet cccgectegge ctgttccgag ggetggacgg 360
actcgacctg tcgggtgcgc tcgcgggagg gggtacggtg gtgtgcctag tccggtaacg 420
ctgggcccgg ccccaaaaca ttcggaacct cacctcccaa gcgcggttge ggtcgeccccg 480
ccctggecte ccteccgegeg cctccgggta cccaactctc ctctccccte cggggagagg 540
cggggggttc aatgactcct acaccgccct gtccaccctg ccccagcggce aggtggcettg 600
tccgtgtgga gcgcccggag gttggggtta accccccatt ttttttgtgt gtgtcaaacc 660
ctctgtcttg tgaactttgg ccaaggaaaa caaaacaaaa aaaccttgac aactcttagc 720
ggtggatcac tc 732

<210>3

<211> 639

<212> DNA

<213> Diplodus sargus

<220>

<223> Regi6n ITS-1

<400> 3
accggttggc tttgcgtcgc ggggcggccc gcgacaaaag caactatgtc ccccaccacc 60
acgccgaggg tctccccttg gtgcggecggg ctctccgtcg tcgectggge ctctteccct 120
tgcacctcgg tgcctgcggg ggttgccctt gcgctgcggt gggtctgect cgtagtctgg 180
agcctcgacc ccaagccggg cttegecgec ggacactgec ccctccgeca cacgctacgce 240
tccecgecacgg cctgectccga gggccgacgg acttgacgtg acgggctgecg ctcgcaagga 300
gggggtacgg tggcgtgcta cgtccggtga cccacggtcc tggccccgaa actcggaacc 360
tcacctcccc agecgeggttg cggttgectc geccctggect ccctecegtge gectcecgggt 420
acccaactct cctctccecct gcggggaagg aggggggttc aatgactccg actcgtacct 480
gtccceccteg cccecegegge gggggagctt ggccgggtgg agcgcccgga ggttgttagg 540
gggtaacccc cccttttttt ttgtcaaacc ctctgtcttg tgaacttggc cgaaccaaac 600
caaacaaaaa cctctacaac tcttagcggt ggatcactc 639
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<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador especifico P. pagrus (ITS1PpF)

<400> 4

gcctgcgegg ataaagcaca

<210> 5
<211>20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador especifico P. auriga (ITS1PaF)

<400> 5

gttgctcgga acgctctcct

<210> 6

<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador especifico D. sargus (ITS1DsF)

<400> 6

cgcgacaaaa gcaactatgt

<210>7
<211>20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador “reverse” (ITS1INR) comiin a las tres especies (P. pagrus, P. auriga 'y D. sargus)

<400> 7

cacaagacag agggtttgac

20

20

20

20
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examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).
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La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 200901650

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la realizacion
de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacién
D01 VANDERSEA, M\W., et al. Abril-2008
D02 KACI-CHAOUCH, T., et al. Abril-2008
D03 DESDEVISES, Y., et al. Dic-2002
D04 SAITOH, K., et al. Abril-2009

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La presente solicitud de patente describe y reivindica un método para detectar e identificar, mediante PCR multiple, especies de
la familia Sparidae, concretamente las especies Pagrus pagrus, Pagrus auriga y Diplodus sargus. El método emplea las
secuencias de la region espaciadora ITS-1 del gen ribosémico 45S. La solicitud reivindica también estas secuencias especificas
en las tres especies mencionadas, y los oligonuclettidos empleados en el método, asi como el uso de las regiones ITS-1 como
marcadores genéticos para la deteccion e identificacion de especies de la familia Sparidae.

No se ha encontrado ningin documento del estado de la técnica que divulgue la utilizaciéon de este método para identificar
especies de la familia Sparidae, ni se han encontrado las secuencias reivindicadas, por lo que la solicitud es nueva, segun el
articulo 6 de la Ley de Patentes.

El documento D01 se considera el mas cercano del estado de la técnica. En este articulo se emplea el método de la solicitud para
identificar larvas de tres especies de Centropristis. Este género pertenece a la familia Serranidae, del mismo orden y suborden
que la familia Sparidae (Perciformes).

Igual que en la solicitud, en D01 se amplifican mediante PCR las regiones ITS-1 de los organismos estudiados, empleando
oligonucledtidos universales. Posteriormente se secuencian y alinean las regiones amplificadas, para disefiar oligonucle6tidos
especificos de cada una de las especies estudiadas, de modo que éstas se pueden identificar mediante amplificacion por PCR
utilizando los oligonucleétidos asi disefiados. En este método se utiliza, entre otros controles, ADN de una especie de la familia
Sparidae (Diplodus holbrooki), cuya region ITS-1 es también amplificada y secuenciada con este fin. Esto demuestra que el
método descrito en D01 es aplicable a especies de la familia Sparidae, por lo se considera evidente para el experto en la materia
aplicarlo para identificar otras especies de esta familia. Por otro lado, una vez conocido el método divulgado en D01, lo Unico que
tendria que hacer el experto en la materia seria amplificar y alinear las secuencias de las especies que quisiera estudiar, para
obtener oligonucle6tidos especificos de cada especie que sirvieran para identificar cada una de ellas. Estas técnicas estan
ampliamente extendidas, y se dispone de numerosas herramientas en el estado de la técnica para el disefio de oligonucle6tidos.

Por tanto, resultaria obvio para el experto en la materia obtener las secuencias de las regiones ITS-1 de las especies de la familia
Sparidae, y aplicar el método descrito en el documento D01 para detectar e identificar distintas especies de esta familia, por lo
que las reivindicaciones 1, 3, 10, 11, 12 y 18 de la presente solicitud no cumplen el requisito de actividad inventiva segun el
articulo 8 de la Ley de Patentes. Y, puesto que la técnica de PCR mudltiple es ampliamente conocida, no se considera que su
empleo en el método de la solicitud suponga un esfuerzo inventivo, por lo que tampoco la reivindicaciéon 2 cumpliria este requisito
de patentabilidad.

Como se ha mencionado anteriormente, el disefio de oligonucledtidos especificos a partir de una secuencia de ADN esta muy
extendido, y su conocimiento y uso supone una técnica rutinaria en el estado de la técnica, por lo que las secuencias
reivindicadas SEQ ID NO 4 a 7 no confieren actividad inventiva a las reivindicaciones 4 a 9 y 13 a 17 de la presente solicitud.

Por otro lado, los documentos D02 y D03 son estudios de la especifidad de huésped y la coevolucién entre peces de la familia
Sparidae y parasitos de los mismos. En ambos articulos se emplean secuencias ITS-1 para identificar las especies de los
parasitos, pero el estudio filogenético de la familia Sparidae se realiza mediante estudios morfoldgicos en D02 y mediante el
analisis de secuencias del ADN mitocondrial 16S y de citocromo b en D03. Puesto que en ninguno de estos dos documentos se
emplean las secuencias ITS-1 para discriminar especies de la familia Sparidae, D02 y D03 no afectan la novedad ni la actividad
inventiva de la solicitud.

Igualmente, el documento D03 se considera un mero documento general del estado de la técnica, que no afecta los requisitos de
patentabilidad de la presente solicitud. Este documento divulga un método de identificacion genética de peces de distintas
especies (incluyendo peces de la familia Sparidae) mediante técnicas de PCR. A diferencia de la solicitud, los oligonucleétidos
empleados amplifican la region del ADN mitocondrial 16S, y no se menciona el uso de las regiones ITS en el método empleado
en DO3.
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