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(almeja japonesa), Venerupis pullastra (almeja
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Venerupis aurea (almeja dorada), que comprende
aislar el ADN presente en una muestra de almeja,
amplificar secuencias nucleotidicas de ADN
ribosémico 5S mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa y detectar las secuencias nucleotidicas
amplificadas.
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DESCRIPCION

METODO PARA LA DETECCION DE ADN RIBOSOMICO 5S DE ESPECIES DE
ALMEJA

SECTOR DE LA TECNICA

El método de la invencidn se encuadra dentro del sector de la identificacion de
especies comerciales de almejas a partir de técnicas moleculares. El método tiene
aplicacién en el sector alimentario, concretamente en el sector pesquero y conservero,
para evitar el fraude comercial por sustitucion de una especie determinada de almeja

por otra mas barata.

ANTECEDENTES

La produccion media de almejas en toda Europa es de 60.000 toneladas anuales,
siendo Espana el segundo pais productor de almeja en Europa, y Galicia produce mas
de la mitad de las almejas que se comercializan en Espafa, excluyendo las
procedentes de importacién. En Europa, la almeja japonesa Ruditapes philippinarum
es la que presenta una mayor produccion, seguida muy de lejos por la almeja fina
Ruditapes decussatus y por la almeja babosa Venerupis pullastra. En Espana también
se comercializan otras dos especies de almeja, la almeja rubia Venerupis rhomboides
y la almeja dorada Venerupis aurea. Existe una diferencia en precio entre las distintas
especies de almeja: el precio medio alcanzado por la almeja fina en Espana en el afio
2009 fue de 19,24 €/kg, el de la almeja babosa 12,39 €/kg, y el de la japonesa 6,90

€/kg. La almeja rubia y la almeja dorada son las almejas que tienen un precio mas bajo.

La identificacion de las especies de almeja se puede realizar mediante métodos
morfologicos, pero estos métodos no se pueden aplicar a muestras procesadas, donde
la mayoria de los caracteres morfologicos necesarios para la identificacion de la

especie han sido eliminados.

En la identificacion de especies de moluscos se han empleado diversas metodologias
como el analisis de las secuencias nucleotidicas, RAPD (amplificacion al azar de ADN
polimérfico), PCR-RFLPs (polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion y

PCR-SSCP (polimorfismo conformacional de cadena sencilla).
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Los métodos moleculares de analisis de proteinas y ADN del estado de la técnica se
han utilizado para la identificaciéon de especies de almejas comercializadas, pero
ninguno de ellos incluye la identificacion de la especie Venerupis aurea (almeja
dorada), pese a presentar esta especie una gran similitud con las almejas fina y

babosa, ambas de mayor calidad comercial.

El documento mas cercano del estado de la técnica es la patente ES2303460, en
dicho documento se describe un método para identificacion de especies de navajas
comerciales mediante PCR y analisis del polimorfismo de longitud de los fragmentos
de restriccion de secuencias de ADN ribosomico 5S. El método de deteccidon descrito
en dicho documento incluye una digestion enzimatica mediante enzimas de restriccion

y es, por tanto, distinto al método de la presente invencion.

El problema que plantea la técnica es encontrar un método viable técnica y
econdmicamente de diferenciar entre ellas las especies de almejas prevalentes en el
mercado presentes en una uUnica muestra alimentaria, incluyendo en el método a
Venerupis aurea (almeja dorada), especie que no ha sido incluida en ninguno de los
métodos del estado de la técnica. Las otras cuatro especies que se detectan son
Ruditapes decussatus (almeja fina), Ruditapes phillipinarum (almeja japonesa),
Venerupis pullastra (almeja babosa) y Venerupis rhomboides (almeja rubia). La
solucién que propone la presente invencion es un experimento de amplificacion por
polimerasa de dicha uUnica muestra alimentaria en presencia de un cocktail de

cebadores sobre el ADN 5S ribosomal, de gran especificidad.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion es un método para la deteccion de ADN ribosémico 5S de
especies de almeja que comprende aislar el ADN presente en una muestra de almeja,
amplificar secuencias nucleotidicas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
sobre el ADN extraido empleando una mezcla de cebadores que comprende los
cebadores identificados por SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:
4, SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6 o una variante funcional o su secuencia
complementaria, y detectar las secuencias nucleotidicas amplificadas como resultado

de la citada reaccion en cadena de la polimerasa.
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El método consiste en la extraccién del ADN de ejemplares vivos, conservados en
etanol, congelados o envasados en conserva de distintas especies. De forma que una
realizacién de la invencion es que la muestra de almeja esté seleccionada entre el
grupo compuesto por almejas frescas, conservadas en etanol, congeladas y en

conserva.

El método de la invencién detecta secuencias de ADN ribosdmico 5S para la
identificacion de las distintas especies. De forma que una realizacion mas es el
método de la invencion para identificar las especies seleccionadas de entre el grupo
compuesto por Ruditapes decussatus (almeja fina), Ruditapes phillipinarum (almeja
japonesa), Venerupis pullastra (almeja babosa), Venerupis rhomboides (almeja rubia)

y Venerupis aurea (almeja dorada).

Tras la extraccion del ADN, se amplifican distintas secuencias mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, de sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction).
La PCR permite obtener un gran numero de copias de una secuencia de ADN
particular presente en un nimero limitado de copias. En este método, se utiliza PCR
multiplex, una PCR en la cual se amplifica mas de una secuencia en una misma
reaccion. La amplificacion por PCR multiplex en este método se lleva a cabo con un
cebador comun y cinco cebadores especificos desarrollados a partir de la secuencia
del ADN ribosémico 5S de cada una de las cinco especies de almeja, generando
fragmentos caracteristicos para cada especie: la almeja fina amplifica un fragmento
con un tamano de 480 pb, la almeja japonesa un fragmento de entre 430-450 pb, la
almeja babosa amplifica dos fragmentos de 300 y 360 pb, la almeja rubia un fragmento
de 225 pb y la almeja dorada dos fragmentos de 500 y 550 pb. Pese a presentar en
algunos casos mas de una banda de amplificacién, y en otros variaciones de tamafo
en los productos amplificados, todo ello debido a las caracteristicas de esta regién
genomica en almejas, los patrones observados y las diferencias en longitud de los
fragmentos amplificados permiten diferenciar claramente entre las especies. Estos
tamafnos han sido amplificados de manera satisfactoria en ejemplares vivos,

conservados en etanol, congelados o envasados en conserva.

Una de las ventajas de este método es que aunque el ADN esté degradado en las
muestras (especialmente en productos envasados en conserva), es posible amplificar
el ADN de estas muestras mediante el método de la invencion. El método de la

invencién permite garantizar el cumplimiento de las normativas de comercializacion
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vigentes y evitar fraudes al consumidor, principalmente teniendo en cuenta la elevada
similitud que existe entre las cinco especies comercializadas, la gran diferencia
econdémica que existe entre ellas y la imposibilidad de usar los caracteres morfolégicos

para distinguirlas en muestras procesadas.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Patrén de amplificacién de las especies analizadas empleando PCR
multiplex. Se presentan los resultados de amplificacion sobre ADN extraido de
ejemplares de almeja dorada recogidos en la costa gallega (pocillos 2-4), de almeja
japonesa recogida en la costa gallega (pocillos 5 y 6) y en la costa mediterranea
(pocillos 7 y 8), de almeja fina procedente de la costa gallega (pocillos 9 y 10) y de la
costa mediterranea (pocillos 11 y 12), de almeja babosa de la costa gallega (pocillos
13-15) y de almeja rubia de la costa gallega (pocillos 16-19). Los pocillos 1 y 20

corresponden a marcadores de peso molecular.

Figura 2. Patrén de amplificacién de muestra de identidad desconocida y
comparacién con muestras de identidad conocida. Se presentan los resultados de
amplificacién sobre ADN extraido de almejas enlatadas identificadas solamente como
“almejas de las rias gallegas” (pocillos 1 al 6) junto con ejemplares de almeja japonesa
(pocillos 8 y 9), almeja rubia (pocillo 10), almeja dorada (pocillo 11), almeja fina (pocillo
12) y almeja babosa (pocillo 13). El pocillo 7 corresponde al marcador de peso

molecular y el pocillo 14 al control negativo.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Extraccidn de ADN a partir de muestras de almejas

En primer lugar, se tomaron muestras de 30 individuos de almeja fina procedentes de
diferentes poblaciones gallegas y de Delta del Ebro, de 30 individuos de almeja
babosa de diferentes localidades gallegas, de 30 individuos de almeja japonesa de
diferentes poblaciones gallegas y del mediterraneo, de 30 individuos de almeja rubia
procedentes de Cangas (Pontevedra) y de 15 individuos de almeja dorada
procedentes de Vilanova de Arousa (Pontevedra). Parte de estas muestras se

conservaron en etanol 96%.
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También se tomaron muestras de almejas en conserva procedentes de los
supermercados locales, con la unica denominacion de “almejas de las rias gallegas”.
El ADN se extrajo a partir de muestras frescas o en etanol 96% de almejas naturales y
de muestras de almejas en conserva, siguiendo el método descrito en Fernandez-
Tajes et al. (Fernandez-Tajes, J. et al. 2007. Identification of the razor clam species
Ensis arcuatus, E. siliqua, E. directus, E. macha, and Solen marginatus using PCR-
RFLP analysis of the 55 rDNA region. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
55(18), 7278-7282).

En todos los casos, se pesaron 30 mg de muestra a partir de un Unico individuo en un
tubo eppendorf estéril de 1,5 ml y se anadieron 400 pl de tampédn de lisis (1M Tris,
0.2M EDTA, 2.5% N-Lauryl-sarcosine) y 6 ul de Proteinasa K (1 mg/ml). Esta mezcla
se incubd a 60° durante toda una noche, se anadieron 4 yl de RNAsa (Zmg/ml) y se
incubo esta mezcla durante 1 hora a 37° C. Posteriormente, se afiadié un volumen de
150 pl del tampédn de precipitacion (acetato aménico 3M pH 6.0), se agitd con vortex y
se incubo en hielo 10 minutos. Esta mezcla se centrifugé a 13.000 rpm durante 10
minutos y el sobrenadante se transfirid a otro tubo estéril. Se afiadieron 400 pl de
isopropanol frio a este sobrenadante y se dejdé precipitar durante 2 minutos. Se
centrifugd a 13.000 rpm durante 6 minutos, se elimind el isopropanol, se anadié 1 ml
de etanol 70% frio y se lavo durante una hora en noria. Esta mezcla se centrifug6 a
12000 rpm durante 6 minutos, se elimind el sobrenadante, se sec6 el ADN y se
resuspendio en 100 pl de tampdn TRIS-EDTA.

Ejemplo 2. Amplificacién mediante PCR de secuencias especificas de ADN

La amplificacion por PCR del ADN extraido obtenido en el ejemplo 1 se realizé en un
volumen final de 25 L, conteniendo 10 ng de ADN, 2,5 pL de tampén Tris-HCI 100
mM y KCI 500 mM, pH 8,3, MgCl, 2 mM, dNTPs 200 yM cada uno, 0,6 uM de cada
cebador (un cebador comun a todas las especies que marca el inicio de la secuencia
de amplificacién (SEQ ID NO: 1) y un cebador especifico para cada una de las
especies: Ruditapes decussatus (SEQ ID NO: 2), R. phillipinarum (SEQ ID NO: 3),
Venerupis pullastra (SEQ ID NO: 4), V. rhomboides (SEQ ID NO: 5) y V. aurea (SEQ
ID NO: 6)) y 0,6 U de la enzima Taq polimerasa.
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Se empled un programa de amplificacion con una desnaturalizacion inicial de 2
minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30
segundos y 72°C durante 30 segundos, y de un paso final de elongacién de 72°C

durante 7 minutos.

Ejemplo 3. Deteccidon de las secuencias amplificadas mediante electroforesis en gel de

agarosa

El analisis electroforético de las muestras de ADN amplificadas obtenidas en el
ejemplo 2 se realizd en geles de agarosa al 2%, se aplico un voltaje de
aproximadamente 90 V durante 2 horas. Los fragmentos amplificados se visualizaron

tras tincién con Bromuro de etidio (0,5 pg/ml) bajo iluminacién con luz ultravioleta.

Ejemplo 4. Identificacidn de muestras de origen e identidad desconocida

Se emplearon las muestras procedentes de las latas de conserva etiquetadas como
“almejas de las rias gallegas”. La extraccion de ADN, amplificacion y analisis
electroforético se realizaron de igual manera a la indicada en los ejemplos 1, 2 y 3.
Ademas de las muestras de origen desconocido, se analizaron muestras de almejas
ya identificadas para emplearlas como control. En la Figura 2 se muestran los
resultados obtenidos, comprobandose que las almejas enlatadas corresponden a

almeja japonesa.
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REIVINDICACIONES

Método para la deteccion de ADN ribosémico 5S de especies de almeja que

comprende:

a) aislar el ADN presente en una muestra de almeja,

b) amplificar secuencias nucleotidicas mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa sobre el ADN extraido en a) empleando una mezcla de cebadores que
comprende los cebadores identificados por SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6 o su secuencia

complementaria,

c) detectar las secuencias nucleotidicas amplificadas como resultado de la citada

reaccion en cadena de la polimerasa.

Método segun reivindicacién 1, caracterizado por que la muestra de almeja se
selecciona de entre el grupo compuesto por almejas frescas, conservadas en
etanol, congeladas y en conserva.

Método segun las reivindicaciones 1 6 2, para la identificacién de las especies
seleccionadas de entre el grupo compuesto por Ruditapes decussatus, Ruditapes

phillipinarum, Venerupis pullastra, Venerupis rhomboides y Venerupis aurea.
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Venerupis pullastra (pullet carpet shell) by PCR-SSCP analysis"
Journal of the Sciences of Food and Agriculture (junio 2002)

Vol. 82, N°. 8, paginas 881-885; DOI 10.1002/jsfa.1117.

D05 RASMUSSEN R.S. et al. "Application of DNA based methods to 2009
identify fish and seafood substitution on the commercial market"
Comprehensive Reviewa in Food Science and Food Safety
(2009) Vol. 8, paginas 118-154.

2. Declaracion motivada segin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién 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

El objeto de la invencion, tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-3, es un método para la deteccion de ADN
ribos6mico 5S de especies de almeja en una muestra, mediante PCR utilizando una mezcla de cebadores (SEQ ID NO:1-6).
Las especies identificadas mediante este método son Ruditapes decussatus, R. phillipinarum, Venerupis pullastra, V.
romboides y V. aurea.

Novedad (art. 6.1 de la Ley 11/1986 de Patentes) y Actividad Inventiva (art. 8.1 de la Ley 11/1986 de Patentes).

El documento DO1 divulga andlisis de PCR y RFLP de una region del ADN ribosémico 5S para el establecimiento de
marcadores moleculares basados en el ADN, para la identificacion de distintas especies de navajas frescas y en conserva.
En este documento se divulga la utilizacién de una pareja de primes universales para el analisis mediante PCR, siendo, uno
de ellos el identificado en la solicitud de patente como SEQ ID NO 1.

El documento D02 divulga andlisis de PCR-RFLP para la identificacion de almejas de las especies Ruditapes decussatus,
Venerupis pullastra y Ruditapes philippinarum utilizando un set de primers para la PCR disefiados a partir de secuencias
nucleotidicas de ADN de la a-actina nuclear de humanos y de varios animales.

El documento D03 divulga analisis de PCR-RFLP para la identificacion de almejas de las especies Ruditapes decussatus,
Venerupis pullastra y Ruditapes philippinarum utilizando un set de primers para la PCR disefiados a partir de secuencias
nucleotidicas de DNA ribosomal de las regiones ITS de Mylitus.

El documento D04 divulga andlisis de PCR-SSCP para establecer la diferencia genética entre las especies Ruditapes
decussatus y Venerupis pullastra, utilizando un set de primers disefiados para la amplificacion de una pequefio fragmento
del gen de la a-actina.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201031241

El documento D05 divulga métodos basados en el DNA para la identificacion de especies de peces y mariscos en productos
comerciales. En este documento se divulgan tanto los métodos utilizados como los marcadores que se utilizan en cada uno
de ellos. Sin embargo, en este documento se indica que cada técnica y cada marcador son especificos para determinadas
especies, por ejemplo, el andlisis de PCR-RFLP de la a-actina nuclear y de la regiéon ITS-1 e ITS-2, se usa para la
identificacion de almejas de las especies Ruditapes decussatus, Venerupis pullastra y Ruditapes philippinarum; y el andlisis
de PCR-RFLP de 16S rRNA mitocondrial para la identificacién de las especies Ruditapes decussatus, Venerupis pullastra,
Vererupis romboides y Ruditapes philippinarum (tabla 14).

Aunque en los documentos citados se divulgan distintos cebadores y primers para la identificacion de almejas, e incluso, en
el documento DO1 se divulga la SEQ ID NO 1 de la solicitud, en ellos no se divulga la mezcla de cebadores de la invencion.
Ademas, con los cebadores divulgados en estos documentos tampoco es posible la identificacion de todas las especies de
almejas que se reivindican en la solicitud.

Por lo tanto, ninguno de los documentos citados del estado de la técnica anterior a la solicitud, tomados solos o en
combinacién, revelan la invencién definida en las reivindicaciones 1-3. Ademas, en los documentos citados no hay
sugerencias que dirijan al experto en la materia hacia la invencién definida en las reivindicaciones 1-3. Asi, la invencion
contenida en las reivindicaciones 1-14 es con referencia a los documentos D01-D05 nueva y se considera que implica
actividad inventiva (art. 6.1 y 8.1 Ley 11/1986 de Patentes).
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