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Resumen

En Cabo Verde, la pesca representa un importante factor socio-econémico, con
una fundamental industria implicada en la elaboracién de productos en conserva
a partir de un juego limitado de especies. Se incluyen la caballa macarela (scad
caballa), Decapterus macarellus (Cuvier, 1833), como especie pesquera
destacada en Cabo Verde, y diversas especies de tdnidos de los géneros Thunnus,
Auxis y Katsuwonus. La trascendencia de estos productos para Cabo Verde y la
normativa de etiquetado exigible por mercados, tales como el europeo, demanda
una profundizacién en metodologias aplicables al control de la calidad de dichos
productos, en concreto en la autentificacion de la materia prima utilizada en su
elaboracion. Para ello, las metodologias de identificacion por PCR aplicadas a
productos en conserva en basaron i) en el analisis comparativo de secuencias de
ADN homologas, ii) la obtencidn de patrones de especies especificas de PCR-
RFLP vy, iii) PCR especifica en D. macarellus. Los resultados de identificacion
de la materia prima utilizada en la elaboracién de las conservas mostraron la
presencia de, ademas de D. macarellus, Scomber scomber y Scomber colias, en
productos conteniendo etiquetados como caballa macarela. En cuanto a las
conservas de tdnidos solo se detectd la presencia de Kastuwonus pelamis en
productos que indicaban la presencia compartida con especies del género
Thunnus. Las conservas indicando la presencia de especies de Auxis, incluyeron
tanto A. thazard como A. rochei. En consecuencia, las metodologias evaluadas
pueden ser implementadas en un sistema de trazabilidad para el control de la
calidad en productos manufacturados en el caso del archipiélago de Cabo Verde.
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Introduccion

La caballa macarela (scad caballa), Decapterus macarellus (Cuvier, 1833), es
una especie pesquera importante para Cabo Verde, que representa mas del 40%
de las capturas de pesca total en 1997 y 1998 (=3700 t). Sin embargo, esta
proporcion ha disminuido hasta un 20% en los Gltimos afos, siendo de 2104
toneladas en 2004. Las especies pelagicas de la familia Scombridae como
Katsuwonus pelamis (Linnaeus, 1758), Thunus albacares (Bonnaterre, 1788) y
Auxis thazard (Lacepede, 1800) o A. rochei (Risso, 1810) dominan actualmente
las capturas en Cabo Verde.

En Cabo Verde la pesca representa un importante factor socio-econdmico,
empleando en 2004 aproximadamente entre el 2,1% y 5,2% de la poblacién. Por
otro lado, el consumo per capita en la Ultima década ha seguido una tendencia
positiva, llegando a un valor de 26,5 kg per cépita.

Los productos pesqueros poseen también una creciente importancia en la
contribucion al equilibrio de la balanza de pagos, llegando a representar el 79,5%
de las exportaciones (representando las conservas el 39%), en el afio 2010. En
2011 alcanzé el 81,13% (44,5% representado por las conserva) y el 83,1% y
83.13%, (43,3% y 38,9%, para las conservas) en los afios 2012 y 2013,
respectivamente (Instituto Nacional de Estadistica, 2011; Instituto Nacional de
Estadistica, 2013).

La trascendencia de estos productos para Cabo Verde y la normativa de
etiquetado exigible por mercados, tales como el Europeo, demanda una
profundizacion en metodologias aplicables al control de la calidad de dichos
productos. A partir de los datos obtenidos sobre individuos de referencia, y
morfoldgica y genéticamente caracterizados, se disefiaron cebadores especificos
para el anélisis de la caballa macarela, una especie con escasa informacién
genética. En el caso del analisis de tdnidos, la amplia disponibilidad de
informacion genética y cebadores (p.ej. Quinteiro 2011; Quinteiro et al. 1998) ha
permitido aplicar directamente cebadores y protocolos previamente descitos al
presente analisis de productos en conserva caboverdianos.

Las metodologias de identificacion aplicadas a productos en conserva en basaron
i) en el andlisis comparativo de secuencias homélogas, ii) la obtencion de
patrones de especies especificas de PCR-RFLP vy, iii) PCR especifica en D.
macarellus.

Materiales y métodos

El analisis se realizé inicialmente sobre material biolégico de referencia
morfolégicamente caracterizado de Decapterus macarellus, caballa negra
(Cuvier 1833) (N=20) y de las especies locales de tunidos, obtenidos en diversos
mercados de las diferentes islas del archipiélago de Cabo Verde. Luego se
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obtuvieron muestras de productos enlatados elaborados en Cabo Verde y
comercializados localmente. La metodologia de aislamiento fue llevada a cabo
utilizando procedimientos descritos previamente. EI ADN de tejidos fueron
purificados con E.Z.N.A.®@DNA Tissua Kit (Omega Bio-Tek, Inc.) y los de la
conservas con Speedtools Food DNA extraction kit (BIOTOOLS B&M Labs,
S.A)), siguiendo las instrucciones de los fabricantes.

Las PCR fueron elaboradas usando el kit GoTaq (Promega) en un volumen de
reaccion final de 15 pl, con una concentracion de MgCl12 que varié de 1,5 mM a
3,5 mM, 0.8 uM de dNTPs e 0,5 uM de cada primer y 2 pl de la solucion de
ADN. Para la amplificacion se utiliz6 el termociclador 2720 (Applied
Biosystems) siendo usadas condiciones estandar: una desnaturalizacion inicial a
94°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C en 40
segundos, fusién a 50°C durante 40 segundos e extensién a 72°C durante 70
segundos, con una extensién final a 72°C durante 5 min.

En D. macarellus, se llevo a cabo la amplificacion un fragmento estandar para
barcoding localizado en el gen COX1, y de dos fragmentos del Citocromo b
(CB12 y CB34), con nuevos cebadores disefiados en base a secuencias obtenidas
para esta especie. Ademas, el disefio de cebadores especificos (DMAC-CR-
1F/2R) en la region control del ADN mitocondrial permitié la amplificacion
especifica de especie de dicho fragmento. De forma similar, en el caso de las
especies de tunidos los fragmentos amplificados se localizaron en el citocromo b
y regién control (Quinteiro 2011; Quinteiro et al. 1998). Los fragmentos fueron
sometidos al analisis comparativo de secuencias homélogas para la identificacién
de especie. También, con este fin se llevaron a cabo analisis de PCR-RFLP.

Resultados y discusién

Identificacion de Decapterus macarellus en productos en conserva por
analisis comparativo de secuencias

Diversas secuencias obtenidas de conservas se agruparon (Figura 1) en un clado
especifico junto con secuencias idénticas de referencia de D. macarellus. En este
caso no se detectaron secuencias de conservas que perteneciesen a otras especies,
en especial a especies del género Scomber. Con el uso de un pequefio fragmento
del gen citocromo b se resuelven claramente los clados divergentes de
Decapterus e Scomber. En contraste, otras muestras obtenidas de conservas y
con la secuenciacion de un fragmento de la regién control, muestran una
posicion que indica su pertenencia as dos especies de Scomber presentes en el
Atlantico (Figura 2): Scomber colias y Scomber scombrus.

En consecuencias los analisis comparativos de las secuencias indican la
presencia de, al menos, tres especies en las conservas que declaran como
ingrediente a D. macarellus, y elaboradas en Cabo Verde. La primera especie es
la correspondiente a dicha caballa macarela. A mayores se detectan la caballa del
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Atlantico, Scomber scombrus y el estornino, Scomber colias (clasificada
previamente como S. japonicus).

Identificacion de Decapterus macarellus mediante PCR-RFLP

La digestion de los fragmentos amplificados (CB12 y CB34) de tejido de las
muestra la referencia la especie D. macarellus, produce los patrones esperados
(Tabla 1, Figura 3). En el caso de la muestras problema analizadas los patrones
de PCR-RFLP coinciden con los patrones observados para las muestras de
referencia de la caballa macarela (Figura 3). En consecuencia, se concluye que la
materia prima detectada y utilizada en la elaboracion de las conservas analizadas
corresponde a D. macarellus.

Este método constituye una alternativa al basado en el analisis comparativo de
secuencias, evitando el requerimiento de secuenciacion de fragmentos de PCR y
permitiendo una robusta identificacion de muestras problema.

Tabla 1. Patrones de PCR-RFLP esperados para los fragmentos CB12 y CB34 en el
citocromo b de D. macarellus.

Fragmento Enzimas Sequéncias reconhecidas Cortes esperados
Mbo | 5’-GATC- 3’ 71/127
CB12
Hph 1 5-GGTGA(N)8- 3' 57/141
Mbo | 5-GATC- ¥ 157/24
CB34 .
Aci | 5'-CCGC- 3 115/66

100pb mmmmmm

Figura 3. Patrones de RFLP obtenidos tras la digestion de los fragmentos CB12 y CB34 do

Citocromo b con las enzimas de restriccién Mbo I, Hph I y Aci 1. Se incluyen los ADN de referencia

de la especie Decapterus macarellus e ADN problema extraido de muestras de conservas
comerciales.

422

soun



Foro Iberoam. Rec. Mar. Acui. VII (2015): 419-426

Deteccion de D. macarellus en conservas por PCR especifica

La PCR-especifica constituye un método eficaz para el cribado (screening) de
muestras interrogandolas por la presencia de ADN, en este caso, perteneciente a
la caballa macarela, D. macarellus. Permite con una Unica PCR y con la
verificacion de la presencia de amplificacion, detectar ese ADN.

Asi a partir de la evaluacion in-silico de los cebadores, en las muestras de
referencia se evalud la eficiencia y especificidad de los cebadores DMAC CR 1F
y DMAC CR 2R. Se detect6 la presencia de Decapterus macarellus (Figura 4)
en congruencia con los resultados obtenidos por las otras metodologias
previamente consideradas.

Figura 4. PCR especifica en muestras de tejidos preservados, utilizando el juego de
cebadores especifico (Dmac-CR-1F/2R) para la region control de Decapterus macarellus.
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Identificacion de especies de tinidos en productos en conserva por analisis
comparativo de secuencias

El andlisis identificativo de muestras de tunidos en conservas se llevd a cabo
mediante el andlisis comparativo de secuencias del fragmento B126 del
citocromo b, incorporando secuencias de muestras locales de referencia e
informacion homdloga del Genbank.

La mayoria de los individuos identificados como Katsuwonus pelamis, se
agrupan en el mismo cluster, con una escasa distancia intra-especifica,
incluyendo conservas de los productores analizadas y etiquetadas como
“Katsuwonus pelamis/Thunnus spp. No se ha detectado materia prima
perteneciente a las valiosas especies del género Thunnus en dichas muestras
(Figura 5).

En relacion con el género Auxis, se observa que individuos identificados como
Auxis rochei, se agrupan en el mismo clado, incluyendo las conservas
etiquetadas como “Auxis spp” 'y producidas por la compafiia A. En cuanto a las
conservas producidas por la compafiia B, y etiquetados como “A. thazard”, estas
se agrupan con los individuos y secuencias de referencia identificados como A.
thazard (Figura 5).

Identificacion de especies de tunidos mediante PCR-RFLP
Los productos de PCR del fragmento B126, tanto de especies de referencias
como de productos en conserva, fueron digeridos utilizando las enzimas de
restriccion Mbol y Mnll para generar los patrones especificos de las especies
implicadas (Tabla 2).

Los resultados son congruentes con los observados tras el anélisis de secuencias.
Asi, el patrén de digestion observado para la especié de referencia K. pelamis, es
el mismo observado para las conservas etiquetadas por las compafiias analizadas
como “K. pelamis/Thunnus spp”, determinandose Unicamente como elaboradas a
partir de K. pelamis en exclusiva. Tambien en las muestras de Auxis spp. se
detectan las especies A. thazard y A. rochei (Figura 6).

Tabla 2. Tamafio de los fragmentos esperados tras la digestion de los productos de PCR
del fragmento B126 con las enzimas de restriccion Mbol e Mnll.

Mbol, Sau3Al Mnll
AGATC CCTC
Fragment B126 L15424/H15573
T. albacares 47129 21/25/35/43/52
K. pelamis 176 60/49/43/24
Athazard 146/30 103/52/21
A.rochei 146/30 78/73/25
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Figura 5. Arbol de neighbor-joining (MEGA) usando el modelo Tamura-Nei, construido en base a
las secuencias del fragmento B126 del gen citocromo b. Los cédigos de las secuencias de mayor
interés son ATHA, para Auxis thazard, AROC para A. rochei, KPEL o SKJ para Katsuwonus
pelamis, TALB o YFT para Thunnus albacares y BET para T. obesus. Las muestras de conservas

comerciales incorporan SU o FR en su c6digo.
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Mbol

iis spp. ATHA KPEL/Thunnus spp.
1§2 282 283 3F1 3F2 ¢ 1582 282 351 4F3 SF2 BF7 9F8 9F9

C EPEL/Thunnus spp.
152 282 351 4F3 S5F2 BF7 9F8 9F9

Figura 6. Fotografia del gel de agarosa Metaphore 3,5%, mostrando la digestion del fragmento
B126 con las enzimas de restriccion Mbol e Mnll, para las especies de referencia (en recuadro
blanco) T. albacares, K. pelamis, A. rochei, A. thazard y para las conservas de tunidos.
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