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RESUMEN

Considerando las difi cultades que se presentaron en la identifi cación morfológica durante 
la comercialización de las especies de la Familia Balistidae, el objetivo de este trabajo 
es la evaluación de la técnica PCR-RFLP, con la fi nalidad de obtener una herramienta de 
trazabilidad rápida, efectiva, económica y que garantice la identidad de las especies. Esta 
técnica se ha considerado importante para la identifi cación y detección de especies de interés 
pesquero. Los resultados indicaron que la identifi cación de especies de los géneros Balistes 
y Canthidermis mediante PCR-RFLP y el análisis de los polimorfi smos interespecífi cos ha 
permitido la defi nición de protocolos para la identifi cación de las especies de estos géneros en 
muestras problema y en un contexto de gestión pesquera y trazabilidad alimentaria.
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INTRODUCCIÓN

La importancia de los miembros de la familia Balistidae, conocidos como peces ballesta 
o pejepuercos, ha crecido mucho últimamente debido al aumento de su valor económico y 
demanda para su uso en acuarios, consumo humano y exportación.

Los balístidos presentan una piel gruesa y muy dura, por lo que se venden sin piel, a veces 
sin cabeza y fi leteados, especialmente en el archipiélago de Cabo Verde, lo que da lugar a 
confusiones taxonómicas y sustituciones de especies (González, 2014). Esto, hace imposible 
analizar el patrón de color que muchas veces es utilizado como herramienta de identifi cación 
en este grupo (Sahayak et al., 2014; McCord & Westneat 2016). Por esto, es necesario el 
empleo de nuevas metodologías como la sistemática molecular, que permita certifi car las 
identifi caciones de las especies. 

La técnica de PCR-RFLP se ha considerado importante para la identifi cación y detección 
de especies de interés pesquero (Nebola et al., 2010; Aguilar et al., 2012), por lo que, con-
siderando las difi cultades que se presentan en la identifi cación morfológica durante la co-
mercialización de las especies de la Familia Balistidae, el objetivo de este trabajo es la eva-
luación de esta técnica con la fi nalidad de obtener una herramienta de trazabilidad rápida, 
efectiva, económica y que garantice la identidad de las especies de los géneros Balistes y 
Canthidermis presentes en las aguas de los archipiélagos de Madeira, Canarias y Cabo Verde 
(Balistes capriscus Gmelin, 1789; B. punctatus Gmelin, 1789; B. vetula Linnaeus, 1758; 
Canthidermis suffl  amen (Mitchill, 1815) y C. maculata (Bloch, 1786)). 

MATERIALES Y MÉTODOS

Las muestras de tejido de las especies Balistes capriscus, Balistes punctatus, Canthidermis 
suffl  amen y Canthidermis maculata provienen de tres archipiélagos del Atlántico centro-
oriental: Madeira, Canarias y Cabo Verde (Proyecto MACAROFOOD MAC/2.3d/015) 
(Tabla I, Fig. 1). 

El ADN fue extraído a partir de un total de 70 muestras (45 B. capriscus, 3 B. punctatus, 
12 C. suffl  amen y 10 C. maculata) utilizando el kit comercial E.Z.N.A. Tissue DNA (Omega 
Bio-Tek) y siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante. Se amplifi có parcial-
mente el gen COI utilizando los cebadores Fish F2/Fish R2 para las especies de Balistes y 
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ASNtoCox1-1F/SERtoCox1-2R para las especies de Canthidermis. Para cada género, las 
matrices de secuencias fueron analizadas con la fi nalidad de identifi car las regiones más 
conservadas entre las especies para el diseño de cebadores específi cos, utilizando el software 
PRIMER 3 (Untergrasser et al., 2012). 

Se diseñaron dos juegos de cebadores, Bal-COX1-1F/ Bal-COX1-2R para el género 
Balistes y Can-COX1-1F/ Can-COX1-2R para el género Canthidermis Tabla II. Se realizó 
una búsqueda de sitios de restricción usando el NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003) para el 
análisis de PCR-RFLP, para las especies de Canthidermis fue seleccionada la enzima MboI y 
para las especies de Balistes HinfI (Thermo SCIENTIFIC). El patrón de PCR-RFLP para B. 
vetula fue evaluado exclusivamente in silico. 

Tabla I.- Listado de muestras analizadas. 

 Especie (N) 
Archipiélago Balistes capriscus Balistes punctatus Canthidermis 

suffl  amen 
Canthidermis 
maculata 

Madeira 15 0 0 0 
Canarias 15 0 10 0 
Cabo Verde 15 3 2 10 

Figura 1.- Mapa de la localización de las zonas de estudio. 
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Tabla II.- Listado de cebadores utilizados en la amplifi cación del gen COI. 

Designación Tm (ºC) Secuencia Referencia Perfi les térmicos 
ASNtoCox1-1F 
SERtoCox1-2R 

60,12 - 64,71 
57,23 - 67,07 

5’-AGGCCTCGATCCYDCAAAH 
TCTTAGTTAACAGC-3’ 
5’-TTGAAACCAGYHHAYGGGG 
GTTC RAYTCC-3’ 

Quinteiro 
2010 

92ºC, 2’ (40x (95ºC, 
1’/ 55ºC, 1’/ 72ºC, 3’/ 
72ºC, 5’) 

Fish F2 
Fish R2 

54,5 
59,6 

5’-TCGACTAATCATAAAGATA 
TCGGCAC-3’ 
5’-ACTTCAGGGTGACCGAAGA 
ATCAG AA-3’ 

Ward et al. 
2005 

95ºC, 5’ (35x (95ºC, 
40’’/ 52ºC, 50’’/ 72ºC, 
1’/ 72 ºC, 7’) 

Bal-COX1-1F 
Bal-COX1-2R 

62 
61,8-65,1 

5’- CGTCACAGCACATGCTTT 
CGT-3’ 
5’-AGAGGCWCCTGCRTGGGC-3’ 

Este 
estudio 

95ºC, 3’(35x (94ºC, 
30’’/ 63ºC, 30’’/ 72ºC, 
30’/ 72 ºC, 5’) 

CAN-COX1-1F 
CAN-COX1-2R 

60 
60 

5’-TTCGGTGCTTGAGCTGGA 
AT-3’ 
5’-GTAGGAGGAGTGATGGG 
GGT-3’ 

Este 
estudio 

95ºC, 3’ (35x (94ºC, 
30’’/ 61ºC, 30’’/ 72ºC, 
30’/ 72 ºC, 5’) 

R ESULTADOS Y DISCUSIÓN

Análisis genético e identifi cación de especies de los géneros Balistes 
y Canthidermis: Cebadores específi cos diseñados para este estudio

 Con los cebadores Bal-COX1-1F/2R (Quinteiro unpubl.), todas las muestras de 
Balistes y Canthidermis amplifi caron 256 pb, por lo que no existe especifi cidad para 
estos cebadores (Fig. 2). 

 Con los cebadores Can-COX1-1F/2R (Quinteiro unpubl.), amplifi caron las muestras 
de Canthidermis (271 pb) y solo en B. punctatus se obtuvo una amplifi cación ines-
pecífi ca (> 500 pb) (Fig. 3).
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Figura 2.- PCR especie-específi ca para los géneros Balistes y Canthidermis con cebadores 
Bal-COX1-1F/2R. 

Figura 3.- PCR especie-específi ca para los géneros Balistes y Canthidermis con cebadores 
Can-COX1-1F/2R. 
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Análisis genético e identifi cación de especies de los géneros Balistes 
y Canthidermis: PCR-RFLP

Los patrones obtenidos tras la digestión con las enzimas MboI y HinfI de los fragmentos 
amplifi cados fueron conforme a lo esperado, para las especies objetivo de Canthidermis y 
Balistes (Fig. 4 y Fig. 5). 

  PCR-RFLP especies Canthidermis (C. suffl  amen y C. maculata). Enzima MboI 

Las muestras de Canthidermis maculata se diferencian de C. suffl  amen, tras la digestión 
del fragmento de 271 pb generado con los cebadores Can-COX1-1F/2R con MboI. En C. 
maculata el fragmento permanece no digerido, por ausencia de diana de restricción. En C. 
suffl  amen, la presencia de una diana genera el patrón de RFLP diagnóstico, presentando dos 
bandas de 183 y 88 pb. 

Figura 4.- Digestión in silico (A) y patrones de cortes obtenidos tras la digestión con la 
enzima MboI (B): 1 y 7_Escalera (20 pb); 2-6_ Canthidermis suffl  amen (C.S); 8-10_ Canthi-
dermis maculata (C.M). 

  PCR-RFLP especies Balistes (B. capriscus, B. punctatus y B. vetula). Enzima HinfI 

La especie B. punctatus presenta un fragmento no digerido con el tamaño de 256 pb. La 
presencia de una diana de restricción en B. capriscus genera un patrón de RFLP conteniendo 
bandas de 184 y 72 pb. En el caso de B. vetula, ha sido imposible obtener una muestra de 
dicha especie, sin embargo, el patrón de RFLP estimado en base a secuencias disponibles, es 
específi co para esta especie, presentando un patrón distintivo de tres bandas.
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Los cebadores Bal-COX1-1F/2R han mostrado falta de especifi cidad permitiendo la 
amplifi cación de ADN de las especies de Canthidermis. No obstante, la especifi cidad se 
obtiene tras la digestión con HinfI, produciéndose un patrón diferenciado al observado para 
las especies de Balistes. 

Figura 5.- Digestión in sílico (A) y patrones de cortes obtenidos tras la digestión con la 
enzima HinfI (B): 1-4_ Balistes capriscus (B.C); 6-7_ Canthidermis suffl  amen; 8-10_ 
Balistes punctacus (B.P); 12-13- Canthidermis maculata; 5 y 11_ Escalera (Takara). Balistes 
vetula (B.V). 

CONCLUSIONES

La aplicabilidad y efi cacia de la técnica PCR-RFLP han sido demostradas en varios 
estudios de trazabilidad de especies de interés pesquero, donde ha sido capaz de identifi -
car las especies y detectar fraudes/adulteraciones, por ejemplo en escómbridos, (Menezes 
et al., 2006; Quinteiro 2010; Aguilar et al., 2012), salmónidos, anguiliformes y gádidos 
(Rasmussen & Morrissey 2009; Nebola et al., 2010), bacalao y otros (Aranishi et al., 2005; 
Dooley et al., 2005). Se han defi nido los protocolos de PCR-RFLP para la identifi cación de 
la especie en muestras problema y en un contexto de trazabilidad pesquera y alimentaria. Los 
patrones genéticos (RFLP) en muestras de Madeira, Canarias y Cabo Verde han permitido la 
identifi cación de las especies de los géneros Balistes y Canthidermis.
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