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57  Resumen:
Método de selección de anticuerpos específicos de
merluza europea (Merluccius merluccius) para
asignar individuos a sus poblaciones según sean de
origen Atlántico o de origen Mediterráneo.
La presente invención se refiere a un método para
seleccionar péptidos a partir de proteínas de tejidos u
órganos de merluza europea para producir
anticuerpos específicos con los que identificar la
procedencia de los individuos de merluza europea,
asignándolos a la cuenca mediterránea o a la cuenca
atlántica. Partiendo de cerebro, se han seleccionado
péptidos localizados en las proteínas: ATP sintetasa,
subunidad alfa; 14-3-3; y de canal de aniones
dependiente de voltaje, respectivamente. Así mismo,
la invención incluye la combinación de anticuerpos
frente a los péptidos seleccionados, con los que se ha
diseñado un método de inmunodetección para
identificar las poblaciones de origen de la merluza
europea. Con los anticuerpos producidos, la invención
presenta también un kit de identificación del origen de
las merluzas.



 

 

Metodo de seleccion de anticuerpos especificos de merluza europea 

(Merluccius merluccius) para asignar individuos a sus poblaciones segOn 

5 sean de origen AtWitco o de origen Mediterraneo 

Sector de la Tecnica 

La presente invenciOn guarda relacion con anticuerpos especificos frente a 

merluza (Merluccius merluccius) como herramientas de discriminaci6n de sus 

10 poblaciones segOn su origen de procedencia (cuenca mediterranea o 

atlantica). La evaluacion de dicha capacidad discriminante se basa en el 

analisis cuantitativo de los niveles de expresiOn de los anfigenos de muestras 

de individuos de merluza capturados en ambas cuencas frente a dichos 

anticuerpos. La invenciOn puede ser empleada en formato de analisis de 

15 diagnostico basados en tecnicas de inmunodetecciOn. 

Estado de la tecnica 

En la actualidad, existe un aumento en la necesidad de desarrollar 

herramientas de trazabilidad, tanto de pescados como de productos de 

20 pescado procesado, para la proteccion del consumidor final y como marco 

legal de trabajo para la aplicaciOn de normativas y leyes que reduzcan la 

pesca ilegal, incontrolada y no regulada (IUU). Estas herramientas de 

trazabilidad no solo se enfocan en determinar la especie de pescado sino 

tambien el origen de la captura. Asi pues, pescados o productos de pescado 

25 procesado que ester] mal etiquetados, en los cuales se indique de forma 

incorrecta el origen de pesca, suponen un efecto negativo indirecto en la 

gestiOn de las poblaciones o stocks de pesca, cuya consecuencia final puede 

constituir el agotamiento de sus recursos (Stokstad, E. 2010, Science, 

330:1468-1469). En este contexto, la lucha contra la pesca IUU es una 

30 prioridad para la Union Europea (UE), debido a la grave amenaza que 

representa globalmente para los ecosistemas marinos y la sostenibilidad de la 

pesca mundial. 
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La merluza europea (Merluccius merluccius , Linnaeus, 1758) constituye una 

especie de alto interes pesquero dentro de la UE y se explota para la pesca a 

lo largo de toda su distribuci6n. La merluza europea esta distribuida 

5 geograficamente desde el Ocean° Atlantic° occidental (aproximadamente 

desde los 62°N, cerca de las islas Shetland, incluyendo los fiordos Noruegos, 

hasta los 23°N en Mauritania) hasta el Mar Mediterraneo. 

La gestion de la explotacion de las poblaciones de merluza europea es 

10 Ilevada a cabo por el Consejo Internacional para la ExploraciOn del Mar 

(CIEM; en ingles, International Council for the Exploration of the Seas, ICES) 

y la Comision General de Pesca del Mediterraneo (CGPM; en ingles, General 

Fisheries Commission for the Mediterranean, GFCM). Dentro de la UE, 

Espana es el mayor productor de merluza, con mas de 23.000 toneladas de 

15 capturas (FAO, 2012, FAO yearbook. Fisheries and Aquaculture Statistics 

2010). Se considera que las poblaciones de merluza del Noroeste Atlantic° se 

encuentran sobreexplotadas (Murua, 2010, Advances in Marine Biology, 58: 

97-154). Es por ello que estas organizaciones han expresado la necesidad de 

mantener la biomasa de dichas poblaciones a un nivel que permita su 

20 explotacion sostenible de acuerdo con el maxim° rendimiento sostenible 

(ICES, www.ices.dk). Para ello resulta necesaria una correcta determinacion 

del origen de las capturas que permita controlar el trafico ilegal de las 

poblaciones. 

25 Los microsatelites constituyen las moleculas mas utilizadas como 

herramientas de trazabilidad y para el analisis de diversidad genetica y 

determinacion de la estructuracion de las poblaciones de merluza. Estudios 

basados en la utilizacion de estos marcadores han podido diferenciar a escala 

macro-geografica dos stocks o poblaciones de merluza geneticamente 

30 diferentes, uno correspondiente al Ocean° Atlantic° y otro al Mar 

Mediterraneo, con la zona de contact° situada en la costa cercana a Almeria 

y Oran (Lundy et al., 1999, Molecular Ecology 8: 1889-1898). Sin embargo, 
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los microsatelites presentan limitaciones de calibracion y reproducibilidad  

entre laboratorios y no suelen utilizarse como instrumento de control. 

Con la caracterizaciOn de anticuerpos especificos de merluza europea 

5 capaces de asignar muestras de merluza con suficiente precisi6n mediante 

analisis por inmunoensayo, se abre un posible marco legal de trabajo para la 

aplicacion de normativas y leyes que reduzcan la pesca IUU. Sin embargo, 

hasta la fecha no se ha descrito la existencia de estos anticuerpos ni su 

capacidad discriminatoria mediante una tecnica de inmunoensayo. 

10 

Descripcion detallada de la invencion 

Metodo de seleccion de anticuerpos especificos de merluza europea 

(Merluccius merluccius) para asignar individuos a sus poblaciones segun 

sean de origen Atlantic° o de origen Mediterraneo 

15 

La presente invencion se refiere a un metodo de seleccion y posterior 

aplicacion de anticuerpos especificos de merluza europea (Merluccius 

merluccius) como herramientas de discriminaci6n de sus poblaciones segim 

su origen de procedencia (cuenca mediterranea o atlantica), mediante 

20 tecnicas de inmunodetecci6n. En extractos crudos de tejidos u Organos de 

merluza europea se identifican proteinas con diferente nivel de expresion, 

utilizando anticuerpos policlonales especificos frente a peptidos presentes en 

las proteinas en cuestiOn de esta especie. Posteriormente, en base al analisis 

estadistico de los niveles de expresion, es posible clasificar una muestra de 

25 merluza como procedente de la region atlantica o de la region mediterranea. 

En un primer aspecto de la invenciOn se presenta un metodo en el que se 

aplican distintos criterios de seleccion de peptidos que, posteriormente, se 

utilizan para la producci6n de anticuerpos especificos frente a Merluccius 

30 merluccius. La utilizaciOn de varios criterios en la seleccion de los peptidos 

que han servido como antigenos en esta invencion ha Ilevado a obtener 
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resultados con un poder de discriminaci6n muy superior a la utilizacion de 

esos mismos criterios por separado. 

En primer lugar, el metodo incluye el analisis de la expresion de proteinas de 

5 tejidos u organos de merluza europea en individuos procedentes del Ocean° 

Atlantic° y en individuos procedentes del Mar Mediterraneo. A continuacion, 

se han seleccionado aquellas proteinas cuyos niveles de expresion son 

diferentes en los individuos procedentes del Ocean° Atlantic° con respecto a 

los individuos procedentes del Mar Mediterraneo y se han identificado dichas 

10 proteinas. En una realizacion preferida de la invencion, el Organ° utilizado ha 

sido el cerebro y las proteinas seleccionadas han sido: la proteina ATP 

sintetasa, subunidad alfa de 60 kDa, caracterizada por SEQ ID NO: 1; la 

proteina 14-3-3 de 28 kDa, caracterizada por SEQ ID NO: 2; y la proteina de 

canal de aniones dependiente de voltaje de 30 kDa, caracterizada por SEQ ID 

15 NO: 3. A partir de estas proteinas se han identificado las secuencias de 

aminoacidos que se predicen como constituyentes de segmentos en a-helice 

transmembrana expuestos a la matriz extracelular y se han producido 

anticuerpos especificos frente a las secuencias de aminoacidos de dichos 

segmentos extracelulares. 

20 

25 

De esta forma, se han determinado tres peptidos que se han utilizado para la 

producci6n de anticuerpos con capacidad de discriminaci6n de las 

poblaciones de merluza europea. Estos peptidos estan caracterizados por 

SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6. 

Asi mismo, el metodo puede incluir la adicion de 1 o 2 aminoacidos y/o 

moleculas a los peptidos seleccionados, con el objetivo de aumentar su 

capacidad inmunogenica. 

30 La invencion tambien incluye combinaciones de anticuerpos especificos de 

merluza europea para asignar individuos a sus poblaciones segt:in sean de 

origen Atlantic° o de origen Mediterraneo que incluyen uno o mas anticuerpos 
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generados segun el metodo que se acaba de describir. Estas combinaciones 

pueden incluir uno o varios de los anticuerpos especificos generados frente a 

los peptidos caracterizados por SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 y/o SEQ ID NO: 

6 que, adernas, pueden incluir 1 o 2 aminoacidos y/o moleculas, con el 

5 objetivo de aumentar su capacidad inmunogenica. 

En otro aspecto de la invencion, se presenta un metodo de clasificacion de 

muestras de extracto proteico de merluza en poblaciones del Atlantic° o del 

Mediterraneo que comprende la deteccion y cuantificacion de antigenos 

10 correspondientes a proteinas de la especie Merluccius merluccius, mediante 

tecnicas de inmunodeteccion a partir de los anticuerpos generados en la 

presente invencion, y la cuantificacion de los niveles de expresiOn de las 

correspondientes proteinas. Los analisis de los niveles de expresiOn para 

cada proteina resultan ser diferentes significativamente y caracteristicos de 

15 poblaciones del Mediterraneo o del Atlantic°. 

Mediante la aplicaciOn de tecnicas de inmunodetecci6n con los anticuerpos 

producidos frente a los peptidos caracterizados por SEQ ID NO: 4, SEQ ID 

NO: 5 y/o SEQ ID NO: 6 frente a los antigenos presentes en el cerebro de los 

20 individuos de merluza europea, se pueden asignar dichos individuos a sus 

poblaciones de origen segOn provengan del Atlantic° o del Mediterraneo. 

Las tecnicas de inmunodetecciOn que comprende la invencion pueden ser 

tecnicas inmunoenzimaticas (como la tecnica ELISA), de inmunofluorescencia 

25 (como la tecnica de FPIA), de inmunoblot (como la tecnica de Westernblot) y 

de aglutinacion (como la tecnica de DAT o FAST) o cualquier otro metodo 

basado en la deteccion de antigenos. 

Por otro lado, la invencion incluye un kit para asignar individuos de merluza 

europea (Merluccius merluccius) a sus poblaciones segiin sean de origen 

30 Atlantic° o de origen Mediterraneo mediante un metodo de inmunodetecci6n 

en el que se incluye al menos uno de los anticuerpos producidos frente a los 
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peptides caracterizados por SEQ ID NO: 4, 5 y/o 6 o frente a estos peptides 

que, adernas, incluyen 1 o 2 aminoacidos y/o moleculas, con el objetivo de 

aumentar su capacidad inmunogenica. 

5 Breve descripcion de las figuras 

Figura 1: Gel de poliacrilamida-SDS al 10% correspondiente a los 

anticuerpos purificados obtenidos frente a SEQ ID NO: 4, 5 y 6 (carriles 2-4, 

respectivamente) y a los anticuerpos sin purificar obtenidos frente a SEQ ID 

10 NO: 4, 5 y 6 (carriles 6-8, respectivamente). El carril 1 corresponde al tamano 

estandar de proteinas (Bio-Rad. N° Ref 161-0318). Se cargaron en cada carril 

aproximadamente 40 p,g de cada anticuerpo. 

Figura 2: SeparaciOn de los extractos de proteina mediante gel de 

15 poliacrilamida-SDS al 10% e inmunodetecci6n mediante los antisueros 

generados. Se muestran bandas representativas que corresponden con el 

tamano de migracion de la proteina de la que se ha seleccionado el peptide 

usado como antigen°. Todas las bandas fueron analizadas, pero solo se 

muestran algunas representativas para cada una de las cinco poblaciones 

20 muestreadas. ATL: individuos de las poblaciones del Ocean° Atlantic°. MED: 

individuos de las poblaciones del Mar Mediterraneo. Lineas 1, 2 y 3 

corresponde a los tres diferentes anticuerpos testados. 

Figura 3: Grafica "box plot" del analisis estadistico de los valores 

25 cuantitativos de proteinas detectados en inmunotransferencias "Western". El 

valor estadistico medio de la sena! analitica (representada por una linea 

negra), los cuartiles superiores e inferiores y los "outliers" tambien estan 

indicados. A, C y E corresponden a individuos de las poblaciones del Ocean° 

Atlantic°. B, D y F corresponden a individuos de las poblaciones del Mar 

30 Mediterraneo. Lineas 1, 2 y 3 corresponden a los tres tipos de anticuerpos 

testados. 

ES 2 526 468 A1

 

7



 

Modo de realized& de la invenci& 

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes 

ejemplos, los cuales no pretenden ser limitativos de su alcance. 

5 Ejemplo 1 

SelecciOn de las secuencias de aminoacidos 

Se siguieron dos criterios distintos de seleccion de las secuencias de 

aminoacidos utilizados para la producci6n de los anticuerpos. Por un lado, se 

seleccionaron las proteinas que presentaban mayor capacidad de 

10 discriminaci6n entre poblaciones (es decir, aquellas que presentaban 

mayores niveles de expresi6n diferencial a nivel estadistico). Posteriormente, 

de estas proteinas se seleccionaron aquellos peptidos o secuencias de 

aminoacidos que mediante analisis predictivo presentaban exposici6n en la 

matriz extracelular. Asi, 35 bandas o manchas ("spots") de proteinas 

15 procedentes de cerebro de merluza fueron seleccionadas mediante analisis 

de la variaciOn en su expresi6n comparando muestras procedentes de 

distintas poblaciones geograficas y analizandolas mediante 2D/DIGE y 

espectrometria de masas, de un total de 145 proteinas (Gonzalez et al. 2010, 

Journal or Proteome Research, 9: 6392-6404). Una vez seleccionadas estas 

20 35 proteinas, se identificaron mediante analisis de espectrometria de masas 

(MALDI-TOF MS). Los analisis de MALDI-TOF MS se realizaron en un 

espectrometro de masas tipo 4800 Proteomics Analyzer MALDI-TOFfTOF 

(Applied Biosystems, Framingham, MA), operando en modo reflector de ion 

positivo con un voltaje de aceleraciOn de 20000 V. MALDI-TOFfTOF genera 

25 peptidos o huella peptidica ("mass fingerprint"), y los peptidos o secuencias 

de aminoacidos (con una carga +1) con una relacion setial-ruido mayor de 10 

se recogieron y se agruparon en una lista de pesos moleculares 

monoisotOpicos, filtrando el resto de los picos mediante el programa GPS 

Explorer v3.6 (Applied Biosystems, Framingham, MA). A fin de identificar las 

30 proteinas, la huella peptidica resultante se comparo con las masas peptidicas 

esperadas para cada entrada disponible en la base de datos del NCB! 

especifica de secuencias proteinicas de peces (constituida por 257.377 
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secuencias y 83.362.140 residuos a fecha de 25 de Septiembre de 2009), 

utilizando el programa MASCOT v2.1 (Matrix Science). De las 35 proteinas 

con niveles significativos de expresiOn se seleccionaron estadisticamente 

mediante la Funcion Discriminante de Fisher, aquellas tres proteinas con 

5 capacidad discriminante de mas del 90%. De esta forma, se seleccionaron: la 

proteina ATP sintetasa, subunidad alfa de 60 kDa (nOmero de acceso del 

NCBI: gi1223648354; SEQ ID NO: 1, secuencia de aminoacidos 

correspondiente a la proteina ATP sintetasa subunidad alfa de la especie 

SaImo salar) ; la proteina 14-3-3 de 28 kDa (nOmero de acceso del NCBI: 

10 gi150844461; SEQ ID NO: 2, secuencia de aminoacidos correspondiente a la 

proteina 14-3-3 de la especie Oreochromis mossambicus) y proteina de canal 

de aniones dependiente de voltaje de 30 kDa (numero de acceso del NCBI: 

gi1169642540; SEQ ID NO: 3, secuencia de aminoacidos correspondiente a la 

proteina de canal de aniones dependiente de voltaje de la especie SaImo 

15 salar) . 

Como segundo criterio de selecciOn, a partir de las proteinas antes 

identificadas, se escogieron las secuencias de aminoacidos que presentaban 

mayor exposicion a la matriz extracelular. Para ello se utilizo el programa 

20 HMMTOP v2.0, que es capaz de predecir la topologia transmembrana de las 

proteinas a partir de su secuencia completa de aminoacidos (Tusnady y 

Simon, 2001, Bioinformatics, 17(9): 849-850). 

Como resultado, se seleccionaron tres regiones de secuencia de aminoacidos 

25 o peptidos: 

1) EAYPGDVFYLHSR, caracterizado por SEQ ID NO: 4, fragmento intern° 

(334-347) de SEQ ID NO: 1, 

2) AVTEQGAELSNEER, caracterizado por SEQ ID NO: 5, fragmento interno 

(27-41) de SEQ ID NO: 2, 

30 3) VNNSSLVGLGYTQTLKPGIK, caracterizado por SEQ ID NO: 6, fragmento 

interno (236-256) de SEQ ID NO: 3. 
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Los nOmeros entre parentesis se refieren a los residuos de la secuencia 

deducida a partir del cDNA, tal y como aparecen en las secuencias 

correspond ientes. 

5 Ejemplo 2 

Producci6n y purificaci6n de los anticuerpos policlonales 

Los peptidos seleccionados segim el ejemplo 1 se encargaron para sintetizar 

a la comparga Mimotopes (Mimotopes Pty. Ltd., Clayton, Victoria, Australia). 

Los peptidos resultantes se purificaron por HPLC. Para obtener una 

10 respuesta inmune mas fuerte, se anadio durante la sintesis un residuo de 

cisteina (C) en el extremo N-terminal de los peptidos, que fue utilizado para 

conjugarlos con una molecula de hemocianina de lapa (KLH) mediante la 

union con maleimida. Estos peptidos asi preparados fueron usados como 

antigenos en el proceso de inmunizaciOn y producciOn de anticuerpos 

15 policlonales que se describe a continuaci6n. 

El experimento al completo se Ilev6 a cabo en las instalaciones de la 

Universidad Complutense de Madrid (UCM), y se siguieron las directrices del 

Consejo Cientifico Internacional de Animales de Laboratorio. Seis conejos 

20 hembra de la raza New Zeland White (NZW) se compraron con un peso 

medio de 2.5-3.5 kilogramos a la granja San Bernardo (Navarra, Espana), 

libres de enfermedades. Se mantuvieron en los animalarios de la UCM con 

acceso libre y continuado a comida y agua. Para la primera inmunizacion, se 

hizo una mezcla (diluciOn 1:1) con el peptido (disuelto en tamp6n fosfato 

25 salino -PBS- a una concentraci6n de 1 mg) y el adyuvante de Freund 

completo (Sigma). Cada peptido se inoculo en dos animales para obtener dos 

replicas de un mismo anticuerpo. El adyuvante de Freund completo (AFC) se 

utilizo unicamente en la primera inmunizacion, donde 300 ng de la emulsion 

antes preparada fueron administrados de forma intradermica a cada conejo 

30 hembra. En las siguientes inmunizaciones, el AFC fue sustituido por el 

adyuvante incompleto de Freund (AlF). Asi pues, tres semanas despues de la 

primera inrnunizacion, se realizaron otras tres administraciones cada dos 
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semanas a una concentraci6n menor (200 ng). Las muestras de sangre se 

recogieron antes y despues de las inmunizaciones. La sangre extraida se 

dej6 a temperatura ambiente durante 3-4 horas, transcurridas las cuales se 

centrifuge) a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C para separar los sueros. De 

5 esta forma, se aislaron seis sueros heterologos (que contenian los 

anticuerpos) del resto de las fracciones de sangre, y, posteriormente, se 

conservaron a -20°C. 

Con el fin de evitar interacciones inespecificas en los analisis inmunoquimicos 

10 posteriores, los anticuerpos asi obtenidos fueron purificados utilizando el kit 

Spin Nab (Pierce Biotechnology, Inc.), siguiendo el protocolo del proveedor. 

La fraccion purificada de inmunoglobilinas-G (IgG) se analizO mediante 

separaci6n por electroforesis en geles de SDS-PAGE. Los resultados 

indicaron una fuerte produccion de anticuerpos al final del proceso de 

15 inmunizacion. 

Este proceso de purificaci6n puede verse resumido en la Figura 1. 

Ejemplo 3 

20 DetecciOn de los anticuerpos por "western blot" 

Se analizaron un total de 72 muestras de cerebro de merluza para determinar 

la capacidad del metodo para asignar de forma significativa individuos a cada 

cuenca de origen (atlantica o mediterranea), utilizando los anticuerpos 

generados segiin el ejemplo 2. La extracci6n de proteinas de tejido de 

25 cerebro se Ilevo a cabo siguiendo los procedimientos descritos previamente 

(Gonzalez et al. 2010, Journal or Proteome Research, 9: 6392-6404). Se 

utilizaron muestras de cerebro de merluza europea de regiones alejadas 

geograficamente, concretamente de dos regiones en el Ocean° Atlantico: el 

Golfo de Vizcaya, (area FAO correspondiente: 27.VIII.C) y la costa de 

30 Portugal, (area FAO: 27.IX.a); y otras tres en el Mar Mediterraneo: Mar Egeo, 

(area FAO: 37.1.1), Mar Adriatic°, (area FAO: 37.2.1) y costa de Cerderia, 
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(area FAO: 37.1.3). Todas las muestras fueron capturadas en el mismo 

periodo del afio 2008. 

Se utilizaron 80 [Lg de proteina total extraida de cada uno de los 72 individuos 

5 que se mezclaron con tamp6n de carga para geles SDS-PAGE y se 

calentaron a 100°C durante 5 minutos. La composicion del tampon de carga 

utilizado fue: Tris-HCI 50 mM, SDS 5%, glicerol 10%, Azul de Bromofenol 

0,042% y 2'-mercaptoetanol 5%, pH 6.8. Las muestras se cargaron en geles 

SDS-PAGE (a una concentracion del 10%) y se separaron primero a 70 mA 

10 durante 30 minutos y, despues, a 90 mA durante una hora y veinte minutos, 

utilizando un aparato de transferencia Bio-Rad (1 mA/cm2 por cada gel). 

Posteriormente, las proteinas asi separadas fueron transferidas a membranas 

de difluoruro de polivinilo (PVDF-Amersham Biosciences). Para ello, el gel de 

poliacrilamida y la mernbrana se equilibraron previamente en tamp6n de 

15 transferencia, con agitaciOn orbital durante 15 minutos. La composicion del 

tampon de transferencia utilizado fue: 50 mM NaCI, 2 mM Tris-HCI, pH 7.4. 

La transferencia de las proteinas del gel a la membrana se Ilev6 a cabo a 150 

mA durante una hora y veinte minutos con un aparato de transferencia Bio-

20 Rad (1 mA/cm2 por cada gel). Este proceso se realizo de forma refrigerada (a 

4°C) y empleando tampOn de transferencia. Posteriormente, las membranas 

(con las proteinas transferidas) fueron bloqueadas mediante incubacion con 

agitaciOn orbital durante una hora a temperatura ambiente en tampon fosfato 

salino (PBS) que contenia 5% de leche en polvo desnatada (Central Lechera 

25 Asturiana).  

Los anticuerpos usados en las inmunotransferencias Western, obtenidos 

segOn el ejemplo 2, se prepararon a una dilucion de 1:1000, mientras que el 

anticuerpo secundario (IgG anti-conejo, Amersham Biosciences) se utiliz6 a 

30 una dilucion de 1:5000. Asi pues, las membranas bloqueadas se incubaron 

primero con cada anticuerpo del ejemplo 2 en tampon PBS que contenia 10% 

de leche en polvo desnatada, durante toda la noche, con agitaciOn orbital a 
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8°C. A continuacion, las membranas se lavaron mediante tres incubaciones 

seriadas en tampon PBS que contenia 0,05% Tween, con agitaciOn orbital, a 

temperatura ambiente durante cinco minutos, y una ultima incubacion en 

tampon PBS que contenia 0,05% Tween y 5% de leche en polvo desnatada, 

5 con agitacion orbital a temperatura ambiente, durante cinco minutos. Despues 

de los lavados, se atiadi6 el anticuerpo secundario (IgG anti-conejo) y se 

incubaron las membranas con el mismo durante una hora a temperatura 

ambiente. Finalmente, las membranas se lavaron dos veces con agitacion 

orbital a temperatura ambiente, durante cinco minutos, con cada uno de los 

10 siguientes tampones consecutivamente: 1°) tampon PBS que contenia 0,05 % 

Tween y 5% de leche en polvo desnatada, 2°) tamp6n PBS que contenia 

0,05% Tween; y 3°) tampon PBS. 

Las membranas asi preparadas se revelaron usando el kit de detecciOn 

15 SuperSignal West Pico Rabbit IgG Detection (Thermo Scientific) mediante la 

exposicion de peliculas fotograficas sensibles que, posteriormente, se 

escanearon a alta resolucion. 

Los resultados indicaron la existencia de bandas de reacci6n de anticuerpos 

20 de tamano correspondiente al peso molecular de la proteina de origen, es 

decir, que los anticuerpos obtenidos presentaban una reactividad especifica a 

los antigenos correspondientes. Adernas, el patrOn de expresiOn resultO ser 

diferente segun la poblacion geografica muestreada. 

25 El resultado de este proceso puede verse resumido en la Figura 2. 

Ejemplo 4 

CuantificaciOn de la serial pare cada anticuerpo 

Cada pelicula fotografica fue escaneada (escaner modelo EPSON 

30 PERFECTION W50 PRO) a una resoluciOn de 300 d.p.i. La serial de 

expresion de cada proteina para cada inmunoensayo (medido como el area 

para cada banda detectada) se cuantifico utilizando el software ImageJ 

ES 2 526 468 A1

 

13



 

(version 1.44). El valor absoluto de cada medida se expres6 en porcentaje 

respecto a la medida de valor mas alto dentro de cada "Western". Los valores 

de expresion para cada anticuerpo fueron estadisticamente analizados para 

determinar posibles correlaciones entre niveles de expresi6n y regiones 

5 geograficas de procedencia de las muestras. Para los analisis de T de 

Student se agruparon las muestras pertenecientes a cuencas del Atlantic°, 

por un lado, y del Mediterraneo, por otro, y se establecio un nivel de 

significacion ("p-value") inferior a 0,05. 

10 Segun los resultados, la proteina ATP sintetasa subunidad alfa presento 

niveles de expresi6n significativamente diferentes entre individuos capturados 

en el Ocean° Atlantic° o en el Mar Mediterraneo (T de Student, t = 5.70, p = 

0.023, df = 66), siendo las poblaciones del Atlantic° las que mostraron mayor 

sobreexpresiOn de dicha proteina. En cambio, la proteina 14-3-3 resulto ser 

15 una proteina de expresion Unica para los individuos de las poblaciones del 

Mediterraneo, los cuales presentaron valores de expresiOn, mientras que en 

los del Atlantic° dicha proteina bien no se expres6 o bien lo hizo a niveles no 

detectables por su correspondiente anticuerpo. Finalmente, la proteina de 

canal de aniones dependiente de voltaje present6 niveles de expresiOn 

20 significativamente diferentes entre individuos capturados en el Ocean° 

Atlantic° o en el Mar Mediterraneo (T de Student, t = 7.06, p = 0.000, df = 55), 

siendo en este caso las poblaciones del Mediterraneo las que mostraron 

mayor sobreexpresiOn de dicha proteina. 

25 Los resultados indican que los valores de cuantificacion obtenidos con los 

anticuerpos permiten discriminar individuos de merluza por su cuenca de 

origen de forma significativa. La Figura 3 resume de forma grafica estos 

resultados. 
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REIVINDICACIONES 

1. Metodo de selecciOn de anticuerpos especificos de merluza europea 

(Merluccius merluccius) para asignar individuos a sus poblaciones segtIn 

5 sean de origen Atlantic° o de origen Mediterraneo que incluye: 

a) analizar la expresiOn de proteinas de merluza europea en tejidos u Organos 

de individuos procedentes del Ocean° Atlantic° y de individuos procedentes 

del Mar Mediterraneo, 

b) seleccionar las proteinas del paso a) cuyos niveles de expresion son 

10 diferentes en los individuos procedentes del Ocean° Atlantic° con respecto a 

los individuos procedentes del Mar Mediterraneo, 

c) identificar las proteinas seleccionadas en el paso b), 

d) en las proteinas identificadas en c), identificar las secuencias de 

aminoacidos que constituyen segmentos en a-helice transmembrana 

15 expuestos a la matriz extracelular; 

e) producir anticuerpos especificos frente a las secuencias de aminoacidos 

identificadas en d), utilizando peptidos sinteticos. 

2. Metodo segOn la reivindicacion 1 en el que el organos seleccionado para 

20 realizar el paso a) es el cerebro. 

25 

3. Metodo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2 en el que los peptidos 

del paso e) incluyen 1 o 2 aminoacidos y/o moleculas que aumentan su 

capacidad inmunogenica. 

4. Anticuerpo de merluza europea (Merluccius merluccius) caracterizado 

porque se une especificamente a un peptido cuya secuencia de aminoacidos 

es SEQ ID NO: 4. 

30 5. Anticuerpo de merluza europea (Merluccius merluccius) caracterizado 

porque se une especificamente a un peptido cuya secuencia de aminoacidos 

es SEQ ID NO: 5. 
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6. Anticuerpo de merluza europea (Merluccius merluccius) caracterizado 

porque se une especificamente a un peptido cuya secuencia de aminoacidos 

es SEQ ID NO: 6. 

7. Anticuerpos segun cualquiera de las reivindicaciones 4-6 en los que las 

secuencias de aminoacidos de los peptidos incluyen una cisteina en el 

extremo N-terminal y una molecula de hemocianina de lapa (KLH) conjugada 

mediante uniOn con maleimida. 

8. CombinaciOn de anticuerpos especificos de merluza europea (Merluccius 

meduccius) para asignar individuos a sus poblaciones segOn sean de origen 

Atlantic° o de origen Mediterraneo en la que los anticuerpos se seleccionan 

del grupo formado por los anticuerpos de las reivindicaciones 4-7. 

15 9. Metodo de inmunodetecci6n para asignar individuos de merluza europea 

(Merluccius merluccius) a sus poblaciones segOn sean de origen Atlantic° o 

de origen Mediterraneo, que se basa en una tecnica seleccionada del grupo 

que comprende: tecnicas inmunoenzimaticas (como la tecnica ELISA), de 

inmunofluorescencia (como la tecnica de FPIA), de inmunoblot (como la 

20 tecnica de Westernblot) y de aglutinacion (como la tecnica de DAT o FAST) o 

cualquier otro metodo basado en la deteccion de antigenos y que incluye la 

utilizacion de combinaciones de anticuerpos segun se definen en la 

reivindicacion 8 frente a antigenos presentes en el cerebro de los individuos 

de merluza europea. 

25 10. Kit para asignar individuos de merluza europea (Merluccius merluccius) a 

sus poblaciones segiin sean de origen Atlantic° o de origen Mediterraneo 

mediante un metodo segOn se define en la reivindicacion 9, que incluye una 

combinaciOn de anticuerpos segCm se definen en la reivindicaciOn 8. 
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Figura 1 
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Lista de secuencias 

<110> universidad complutense de Madrid 
<120> Anticuerpos específicos de merluza europea (Merluccius merluccius) y 
método para asignar individuos a sus poblaciones de origen 

<160> 6 
<170> BiSSAP 

<210> 1 
<211> 552 
<212> PRT 
<213> salmo 

<220> 
<221> SOURCE 
<222> 1..552 

1.0 

salar 

<223> /mol_type="protein" 
/organism="Salmo salar" 

<400> 1 
Met Leu Ser val Arg val Ala Ala Ala 
1 5 
Arg Ala Gly phe val Ser Lys Asn val 

20 25 

Leu val Arg Thr Leu Pro Arg 
10 15 
ser Ala Ala Ala Cys val Gly 

30 
Ala Arg Hi s Leu Hi s Thr Thr Lys pro Trp Met Ala Lys Thr Gly Thr 

35 40 45 
Ala Glu val Ser Ser Ile Leu Glu Glu Lys Ile Leu Gly Ala ASp Thr 

50 55 60 
Ser Ala Asp Leu Glu Glu Thr Gly Arg val Leu Ser Ile Gly ASp Gly 
65 70 75 80 
Ile Ala Arg val Tyr Gly Leu Arg Asn val Gln Ala Glu Glu Met val 

85 90 95 
Glu Phe Ser Ser Gly Leu Lys Gly Met Ser Leu Asn Leu Glu pro ASp 

100 105 110 
Asn Val Gly val val val Phe Gly Asn ASp Lys Leu Ile Lys Glu Gly 

115 120 125 
ASp Il e val Lys Arg Thr Gly Ala Ile Val ASp val Pro val Gly Glu 

130 135 140 
Gln Leu Leu Gly Arg val val ASp Ala Leu Gly Asn Ala Ile ASp Gly 
145 150 155 160 
Lys Gly Pro Leu Gly Ser ser Ile Arg Arg Arg val Gly Leu Lys Ala 

165 170 175 
pro Gly Ile Ile Pro Arg Ile Ser val Arg Glu Pro Met Gln Thr Gly 

180 185 190 
Ile Lys Ala val ASp Ser Leu val pro Ile Gly Arg Gly Gln Arg Glu 

195 200 205 
Leu Ile Ile Gly ASp Arg Gln Thr Gly Lys Thr Ala Ile Ala Ile ASp 

210 215 220 
Thr Ile Ile Asn Gln Lys Arg Phe Asn ASp Gly Thr ASp Glu Lys Lys 
225 230 235 240 
Lys Leu Tyr cys Ile Tyr val Ala Ile Gly Gln Lys Arg Ser Thr val 

245 250 255 
Ala Gln Leu val Lys Arg Leu Thr ASp Ala Asp Ala Met Lys Tyr Thr 

260 265 270 
Il e Val val ser Ala Thr Ala Ser ASp Ala Ala pro Leu Gln Tyr Leu 

275 280 285 
Ala pro Tyr Ser Gly Cys Ser Met Gly Glu Phe phe Arg Asp Asn Gly 

290 295 300 
Lys His Ala Leu Il e Ile Tyr ASp ASp Leu Ser Lys Gln Ala val Ala 
305 310 315 320 
Tyr Arg Gln Met Ser Leu Leu Leu Arg Arg Pro pro Gly Arg Glu Ala 

325 330 335 
Tyr pro Gly ASp val Phe Tyr Leu His Ser Arg Leu Leu Glu Arg Ala 

340 345 350 
Ala Lys Met Asn Glu Asn phe Gly Gly Gly Ser Leu Thr Ala Leu pro 
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355 360 365 
val Ile Glu Thr Gln Ala Gly ASp val Ser Ala Tyr Ile 

370 375 380 
Pro Thr Asn 

val Ile Ser Ile Thr ASp Gly Gln Ile Phe Leu Glu Thr Glu Leu phe 
385 390 395 400 
Tyr Lys Gly Ile Arg pro Ala Ile Asn val Gly Leu ser val Ser Arg 

405 410 415 
val Gly Ser Ala Ala Gln Thr Lys Ala Met Lys Gln val Ala Gly Thr 

420 425 430 
Met Lys Leu Glu Leu Ala Gln Tyr Arg Glu val Ala Ala phe Ala Gln 

435 440 445 
phe Gly Ser ASp Leu ASp Ala Ala Thr Gln Gln Leu Leu Asn Arg Gly 

450 455 460 
val Arg Leu Thr Glu Leu Leu Lys Gln Gly Gln Tyr cys pro Met Ala 
465 470 475 480 
Ile Glu Glu Gln val Thr val Ile Tyr Ala Gly val Arg Gly His Leu 

485 490 495 
Asp Lys Met ASp pro Thr Lys Ile Thr Lys Phe Glu Lys Ala Phe Leu 

Gln His val 
515 

Asp Gly Lys 
530 

Leu Thr Phe 
545 

<210> 2 
<211> 244 
<212> PRT 

500 
Leu ser 

Ile Ser 

Leu Ala 

505 510 
Gln Hi s Gln ASp Leu Leu Ala Gln Ile Arg Ala 

520 525 
Glu Thr Ala ASp Ala Gln Leu Lys Gln Ile val 

535 540 
ser phe ASp 

550 

<213> oreochromis mossambicus 

<220> 
<221> SOURCE 
<222> 1..244 
<223> /mol_type="protein" 

/organism="oreochromis mossambicus" 
<400> 2 
Met ASp Lys ser ASp Leu val Gln Lys Ala Lys Leu Ala Glu Gln Ala 
1 5 10 15 
Glu Arg Tyr ASp ASp Met Ala Ala Ala Met Lys Ala val Thr Glu Gln 

20 25 30 
Gly Ala Glu Leu Ser Asn Glu Glu Arg Asn Leu Leu ser val Ala Tyr 

35 40 45 
Lys Asn val val Gly Ala Arg Arg Ser Ser Trp Arg val Ile Ser ser 

50 55 60 
Ile Glu Gln Lys Thr Glu Gly Asn Glu Lys Lys Gln Gln Met Ala Arg 
65 70 75 80 
ASp Tyr Arg val Lys Ile Glu Gly Glu Leu Gln Glu Ile Cys Asn ASp 

85 90 95 
val Leu Ser Leu Leu ASp Lys Phe Leu Ile pro Asn Ala Ser Gln Ala 

100 105 110 
Glu Ser Lys val phe Tyr Leu Lys Met Lys Gly ASp Tyr phe Arg Tyr 

115 120 125 
Leu Ser Glu val Ala Ser Gly ASp Ser Lys Lys Asn Thr val Glu Asn 

130 135 140 
Ser Gln Met Ala Tyr Gln ASp Ala Phe ASp Ile Ser Lys Lys Glu Met 
145 150 155 160 
Gln Pro Thr His pro Ile Arg Leu Gly Leu Ala Leu Asn phe Ser val 

165 170 175 
Phe Tyr Tyr Glu Ile Leu Asn Ser pro Glu Gln Ala cys Ser Leu Ala 

180 185 190 
Lys Gln Ala phe ASp Glu Ala Ile Ala Glu Leu ASp Thr Leu Asn Glu 

195 200 205 
ASp Ser Tyr Lys ASp ser Thr Leu Ile Met Gln Leu Leu Arg ASp Asn 

210 215 220 
Leu Thr Leu Trp Thr Ser Glu Asn Gln Gly ASp Glu Gly Glu Ala Gly 
225 230 235 240 
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ASp Gly Glu Asn 

<210> 3 
<211> 283 
<212> PRT 
<213> salmo salar 

<220> 
<221> SOURCE 
<222> 1..283 
<223> /mol_type="protein" 

/organism="salmo salar" 

<400> 3 
Met Ala val Pro pro Thr Tyr val ASp 
1 5 
val Phe Thr Lys Gly Tyr Gly phe Gly 

20 25 

Leu Gly Lys Ser Ala 
10 
Leu Ile Lys Leu ASp 

30 

Lys ASp 
15 

Leu Lys 

Thr Lys Ser Glu Asn Gly Leu Glu Phe Thr Ser Thr Gly Ser Ala Asn 
35 40 45 

Thr Glu Thr Ser Lys val Ala Gly Thr Leu Glu Thr Lys Tyr Lys Trp 
50 55 60 

Ala Glu Hi s Gly Leu Thr phe Thr Glu Lys Trp Asn Thr ASp Asn Thr 
65 70 75 80 
Leu Gly Thr Glu Ile Thr Leu Glu ASp Gln Leu Ala Lys Gly Leu Lys 

85 90 95 
Leu Thr Phe Asp Ser Ser Phe Ser Pro Asn Thr Gly Lys Lys Ser Gly 

100 105 110 
Lys Ile Lys Thr Gly Tyr Lys Arg Glu His Ile Asn Leu Gly cys ASp 

115 120 125 
val ASp Tyr ASp Ile Asn Gly Thr Ala val Hi s Gly Met Ala val val 

130 135 140 
Gly Tyr Glu Gly Trp Leu Ala Gly Tyr Gln Met Thr phe Glu Ala Gly 
145 150 155 160 
Lys Asn Arg Val Thr Gln Ser Asn Phe Ala val Gly Tyr Lys Thr ASp 

165 170 175 
Glu Phe Gln Leu Hi s Thr Asn val Asn ASp Gly Thr Glu Phe Gly Gly 

180 185 190 
Ser Ile Tyr Gln Lys val Asn ASp Gln Leu Glu Thr Ala val Asn Leu 

195 200 205 
Ala Trp Thr Ala Gly Asn Ser Asn Thr His phe Gly Ile Ala Ala Lys 

210 215 220 
Tyr Gln Ile ASp Ala ASp Ala Ser Phe Ser Ala Arg val Asn Asn Ser 
225 230 235 240 
Ser Leu val Gly Leu Gly Tyr Thr Gln Thr Leu Lys Pro Gly Ile Lys 

245 250 255 
Leu Thr Leu Ser Ala Leu Leu ASp Gly Lys Asn Ile Asn Thr Gly Gly 
His Lys Leu 

275 
<210> 4 
<211> 13 
<212> PRT 

260 
Gly Leu 

<213> salmo salar 

<220> 
<221> SOURCE 
<222> 1..13 

Gly Leu 

<223> /mol_type="protein" 

265 
Glu Phe Glu Ala 

280 

/organism="Salmo salar" 

<400> 4 
Glu Ala Tyr pro Gly ASp val phe Tyr Leu His Ser Arg 
1 5 10 

<210> 5 

270 
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<211> 14 
<212> PRT 
<213> oreochromis mossambicus 
<220> 
<221> SOURCE 
<222> 1 .. 14 
<223> jmol_type="protein" 

jorganism="oreochromis mossambicus" 

<400> 5 
Ala val Thr Glu Gln Gly Ala Glu Leu Ser Asn Glu Glu Arg 
1 5 10 

<210> 6 
<211> 20 
<212> PRT 
<213> salmo salar 

<220> 
<221> SOURCE 
<222> 1..20 
<223> jmol_type="protein" 

jorganism="salmo salar" 

<400> 6 
val Asn Asn Ser Ser Leu val Gly Leu Gly Tyr Thr Gln Thr Leu Lys 
1 5 10 15 
Pro Gly Ile Lys 

20 
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