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Resumen

Se ha desarrollado una técnica de PCR en tiempo real, utilizando el agente intercalador
fluorescente SYBR® Green, para la deteccion cuantitativa de la presencia de harinas de pescado
en piensos. EI método combina el uso de cebadores especificos de pescado que amplifican un
fragmento de 87 pb del gen mitocondrial ARNr 12S, junto a cebadores universales que
amplifican un fragmento conservado de 99 pb del gen nuclear ARNr 18S en el ADN de los
organismos eucariotas. La técnica desarrollada permitié detectar y cuantificar hasta un 0,1% de

ADN de pescado en mezclas experimentales de pescado/avena.

Abstract

A quantitative polymerase chain reaction (PCR) assay using SYBR green detection
system has been developed for detection of fishmeal in feedstuffs. The real-time PCR method
combines the use of fish-specific primers that amplify a 87 bp fragment of the mitochondrial 12S
ribosomal RNA gene from fish species, and universal primers that amplify a 99 bp fragment of
the nuclear 18S ribosomal RNA gene from eukaryotic DNA. The PCR method developed was
applied to fish tissues/oats binary mixtures demonstrating its suitability for the detection of fish

DNA in mixtures containing as low as 0.1% of fish tissues.

Palabras clave: harinas de pescado, PCR en tiempo real, SYBRGreen, piensos, 12S y
18S ARNT.
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Introduccion
Las harinas de pescado se han empleado frecuentemente en la elaboracion de piensos
animales como fuente de nutrientes. Sin embargo, la Union Europea prohibid la utilizacion de

harinas animales, incluidas las de pescado, en la elaboracién de piensos para rumiantes como
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medida preventiva para evitar la propagacion de la Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB)
(Comisidn de las Comunidades Europeas, 2000, 2001). Para garantizar el cumplimiento de esta
normativa, es necesario disponer de técnicas analiticas que permitan la deteccién y diferenciacion
de tejidos animales (pescados, mamiferos y aves) en piensos. EI método oficial para detectar la
presencia de harinas de carne y hueso en piensos es el analisis microscopico. Sin embargo, entre
las limitaciones inherentes a esta técnica se encuentra el requerir personal cualificado, la
imposibilidad de identificar la especie animal presente, asi como su lentitud y laboriosidad
(Hahn, 1999). Por ello, conviene desarrollar y poner a punto técnicas rapidas que permitan
identificar el origen animal de todas las materias primas presentes en un pienso.

En este trabajo se describe el desarrollo de una técnica de PCR en tiempo real utilizando
el agente intercalador fluorescente SYBR Green para la deteccion y cuantificacion de ADN de
pescado en piensos de origen vegetal. La técnica esta basada en la amplificacion de fragmentos
especificos del gen ARN ribosémico 12S.

Material y métodos

1. Preparacion de las muestras y extraccion de ADN

Las muestras de pescado y las materias primas vegetales se adquirieron en comercios
minoristas de Madrid. Las muestras de tejido muscular de mamiferos y aves se obtuvieron de
mataderos ubicados en la Comunidad de Madrid o del Hospital Clinico Veterinario (Facultad de
Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid).

El ADN de las muestras se extrajo segin el método descrito por Martin et al. (2007).

2. Disefno de cebadores

La alineacion y analisis informatico de las secuencias nucleotidicas del gen mitocondrial
ARNr 12S obtenidas a partir del fragmento de 208 pb amplificado por los cebadores 12SA 'y
12SB (Asensio et al., 2001), permitié el disefio de la pareja de cebadores 12SpFISHDIR y
12SpFISHINV para la amplificacion especifica de un fragmento de 87 pb del gen mitocondrial
ARNr 12S a partir de ADN de todos los pescados. Ademas, se disefid la pareja de cebadores
18SFWEU y 18SRVEU en el gen nuclear ARNr 18S para la amplificacion de un fragmento de 99
pb en el ADN de cualquier organismo eucariota. Estos cebadores se utilizaron como control
enddgeno con el fin de normalizar los valores obtenidos con los cebadores especificos.
3. PCR en tiempo real
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Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 10 ul, con el siguiente
programa de amplificacion: 40 ciclos de 10sa95°C,5sa63°Cy 4 sa 72 °C. Se emplearon 10
ng de ADN y 300 nM de los cebadores especificos (12SpFISHDIR-12SpFISHINV) o universales
(18SFWEU-18SRVEU). Para la deteccion de los fragmentos se empled el agente intercalador
fluorescente SYBR® Green (Applied Biosystems).

4. Andlisis de datos

Los sistemas de PCR en tiempo real se caracterizan por detectar la amplificacion de un
producto de PCR durante el desarrollo de la reaccion y no por medir la cantidad de producto de
PCR generado tras un numero determinado de ciclos. Asi, la técnica de PCR en tiempo real
proporciona datos de fluorescencia en cada ciclo de amplificacion. La amplificacion producida en
cada ciclo de la PCR se traduce en un incremento en la cantidad de ADN de doble cadena que se
une al SYBR® Green, provocando un aumento de la fluorescencia. ElI C, es la fraccion del
namero de ciclo en el que la fluorescencia generada por el SYBR Green sobrepasa la linea
umbral y se corresponde con el primer méaximo de la segunda derivada de la curva.

La cuantificacion del ADN de pescado en las muestras problema se llevd a cabo
interpolando el C, normalizado obtenido en las mismas, en una recta estandar realizada a partir
de los valores de C, obtenidos de mezclas binarias experimentales. Las mezclas experimentales se
prepararon tanto crudas como sometidas a un tratamiento térmico de esterilizacion (121 °C/20
min) y contenian un 25, 10, 5, 1 y un 0,1% de tejido muscular de pescado en una matriz vegetal
de avena.

Los valores de Cp obtenidos en cada muestra (a partir de 10 ng de ADN) con el sistema
especifico de pescado (CpPEsS), se normalizaron de acuerdo con la siguiente formula:

C,PEs= C,EU * C,PESS/C,EUS

donde: C,EU es el valor de C, obtenido para la mezcla del 0,1% en el sistema endogeno;
C,PEsS es el valor de C, de la muestra problema en el sistema especifico de pescado; C,EUS es
el valor de C, obtenido para la muestra en el sistema endogeno y C,PEs es el valor de C, que se
corresponde con el porcentaje de ADN de pescado en la muestra problema.

Los valores de C, normalizados se analizaron estadisticamente con el fin de evaluar la

linealidad, sensibilidad, precisidn y exactitud del ensayo.

Resultados
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La especificidad de la técnica de PCR en tiempo real desarrollada se evalu6 mediante el
analisis de ADN procedente de un elevado nimero de especies animales y vegetales (Tabla 1). El
sistema especifico amplifico un fragmento de 87 pb a partir del ADN de todas las especies de
pescado analizadas (C, entre 17,13 y 22,24) pero no produjo amplificacion a partir del ADN de
otras especies (C, entre 31,09 y 37,78) confirmando la especificidad del método. Los cebadores
universales de eucariotas (control endégeno) amplificaron un fragmento de 99 pb en el ADN de
todas las especies analizadas (C, entre 13,89 y 20,52).

El limite de cuantificaciébn se calcul6 como la cantidad de ADN de pescado
correspondiente a un C, de 30,35 (media menos dos veces la desviacion estandar de los controles
negativos y las especies no diana). En las muestras crudas, el limite de cuantificacion fue de 2 pg,
lo que corresponde a 0,02% de ADN de pescado (Figura 1A), mientras que en las mezclas
tratadas térmicamente fue de 24 pg (0,2%) (Figura 1B).

La linealidad y sensibilidad de la técnica se evaluaron en mezclas crudas (Figura 1A) y
esterilizadas (Figura 1B).

Discusion

Recientemente se han desarrollado técnicas de PCR en tiempo real para la deteccion
cuantitativa de harinas de carne y hueso (MBMSs) en piensos animales (Aarts et al., 2006; Krcmar
and Rencova 2005; Mendoza-Romero et al., 2004; Rensen et al., 2005).

La técnica de PCR en tiempo real desarrollada en este trabajo permitio detectar y
cuantificar la incorporacion de pequefias cantidades de ADN de pescado (0,2-25%) en mezclas
experimentales incluso en aquellas sometidas a tratamientos térmicos muy intensos que pueden
degradar su ADN. No obstante, los resultados obtenidos indican que el tipo de tratamiento
térmico de la muestra influye en las ecuaciones de cuantificacion del porcentaje de pescado. En
consecuencia, la cuantificacion requiere la preparacion de rectas de calibrado con un tratamiento

térmico similar al de las muestras problema.

Conclusién

La metodologia de PCR en tiempo real propuesta, que emplea cebadores especificos de
pescado y cebadores universales de organismos eucariotas, constituye una herramienta rapida,
sensible y fiable que tiene un gran interés para el control de la presencia de tejidos de pescado en

alimentos procesados y piensos. Su utilizacion puede contribuir a garantizar el cumplimiento de
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las normas de la Union Europea, facilitar la trazabilidad de los productos comercializados y evitar

practicas fraudulentas en la elaboracion de piensos.
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TABLA 1. Especificidad del método de PCR en tiempo real desarrollado, expresado por los valores de Cp obtenidos a
partir de 10 ng ADN con los cebadores especificos de pescado. Los valores de Cp obtenidos en el sistema endégeno
constituyen un control positivo de amplificacion a partir del ADN de cualquier organismo eucariota

Nombre comdn Nombre cientifico SISTEMA ESPECIFICO SISTEMA ENDOGENO
Arenque Clupea harengus 21.01+0.15 15.77+0.14
Atln blanco Thunnus alalunga 19.11+0.27 15.26+0.81
Atln rojo Thunnus thynnus 17.86+0.29 16.04+1.02
Bacalao Gadus morhua 19.76+0.16 16.01+0..55
Besugo Pagellus bogaraveo 20.83+0.54 17.86+0.47
Bonito Sarda sarda 18.02+0.53 17.64+0.94
Boquerdn Engraulis encrasicholus 20.09+0.31 19.0540.18
Caballa Scomber scombrus 21.05+0.14 16.31+0.60
Cazo6n Galeorhinus galeus 19.50+0.35 18.24+1.07
Dorada Sparus aurata 18.24+0.15 19.01£1.05
Eglefino Melanogrammus aeglefinus 17.72+0.81 16.24+0.87
Faneca Trisopterus luscus 22.24+0.91 18.27+0.89
Gallo Lepidorhombus boscii 19.87+0.31 17.86+0.75
Gallo del norte Lepidorhombus whiffiagonis 18.45+0.91 18.09+0.65
Halibut Hippoglossus hippoglossus 19.55+0.32 15.56+0.26
Jurel Trachurus trachurus 18.42+0.97 18.76+0.47
Lenguado Solea solea 21.44+0.66 17.51+0.46
Lisa Liza aurata 19.61+0.23 15.55+0.38
Melva Auxis rochei 20.38+0.75 17.58+0.08
Merluza Merluccius merluccius 18.19+.0.53 17.01+0.50
Palometa Brama brama 18.58+0.43 15.47+0.58
Panga Pangasius hypophthalmus 17.13+0.15 17.45+0.76
Perca Lates niloticus 20.06+0.12 19.53+0.65
Pez espada Xiphias gladius 18.99+0.15 16.78+0.79
Platija Dicologoglossa cuneata 20.42+0.46 17.70£0.02
Rape Lophius spp 19.62+0.43 14.73+0.67
Salmén Salmo salar 18.89+0.82 14.84+0.65
Sardina Sardina pilchardus 17.13+0.79 17.1740.27
Solla Pleuronectes platessa 21.46%0.50 15.88+0.74
Trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss 18.31+0.55 13.89+0.02

Vaca Bos taurus 31.0940.21 19.70+0.21
Oveja Ovis aries 37.4240.72 19.0340.19
Cabra Capra hircus 36.55+0.11 17.3240.11
Cerdo Sus scrofa domestica 37.1240.21 20.52+0.47
Pollo Gallus gallus 34.8240.70 16.51+0.38
Pavo Meleagris gallipavo 31.4240.75 15.56+1.12
Pato Anas platyrhynchos x Cairina muschata 35.28+0.70 16.76+0.59
Oca Anser anser 34.9840.70 15.23+0.56
Caballo Equus caballus 33.76+0.05 19.54+0.43
Conejo Oryctolagus cuniculus 33.71+0.17 19.55+0.75
Gato Felis catus 31.8740.62 20.32+0.85
Perro Canis familiaris 34.7540.81 19.19+1.50
Rata Rattus norvegicus 37.78+0.65 19.23+0.41
Centeno Hordeum vulgare 33.9440.11 15.58+0.77
Maiz Zea mays 34.03£0.09 14.26+0.62
Avena Avena sativa 32.49+0.78 20.15+0.81
Girasol Helianthus annuus 31.8640.27 14.66+0.07
Cebada Secale cereale 36.0940.79 16.07+0.32
Trigo Triticum aestiuum 35.11+0.08 16.11+0.57
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FIGURA 1. Andlisis de la linealidad (anlisis de la varianza: ANOVA, test de Cochran) y
sensibilidad (sensibilidad de calibrado, sensibilidad analitica, capacidad discriminante) del
método de cuantificacion de ADN de pescado en mezclas experimentales pescado/avena que
contienen un 25, 10, 5, 1 y 0,1% de tejido muscular crudo. 1A) y tejido muscular tratado
térmicamente (121 °C 20 min). 1B). * p<0,05; **p<0,01.
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