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RESUMEN

Szra la identificacién de las especies de pescado se han desa-
ollado métodos bioguimicos que van desde la determinacion
J= isoenzimas hasta las técnicas de reaccién en cadena de
colimerasa (PCR) y electroforesis de acidos nucleicos. Se ha
-=portado el uso de la electroforesis en gel de almidén y la
=ectroforesis en gel de poliacrilamida en la separacion de pro-
==inas sarcopldsmicas del pescado. La electroforesis en gel de
=garosa se presenta como alternativa a los dos meétodos ante-
~ores, por su buena resolucién y por ser despreciablemente
soxica. Para probar el método de electroforesis en gel de aga-
-osz, se homogeneizaron en agua bidestilada y desionizada,
—uasculos de Corvina (Cysnoscion virescens), Lisa (Mugil cure-
—z), Mero (Epinephelus striatus) y Robalo (Centropomus un-
=cimalis). Previa centrifugacion vy filtrado, los extractos fueron
ometidos a electroforesis en gel de agarosa en un campo
=ctrico de 95 V, por 35 min utilizando un buffer barbital pH
5. Posteriormente los electroforegramas fueron analizados
or densitometria a 520 nm. Se encontraron diferencias, tanto
-~ los patrones electroforéticos, como en los densitogramas
as especies estudiadas, con una efectividad medida como
rtos de 95% en las pruebas de identificacion. Los electro-
gramas obtenidos de las especies estudiadas fueron com-
dos entre si y se observaron bandas de diferente movili-
relativa asi como distintas intensidades de coloracién para
iz especie. Debido a la eficiencia del método, se recomien-
el uso de la electroforesis de las proteinas sarcoplasmicas
pescado en gel de agarosa para la diferenciacién e identifi-
on de las especies estudiadas.
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ABSTRACT

Fish species identification has not been exclusively of taxono-
mists interest, but also for people in charge of sea food indus-
try quality control. For that porpoise, some biochemical meth-
ods have been developed, and they go from isoenzymes deter-
mination to polimerase chain reaction (PCR) techniques and
nucleic acids electrophoresis. Economical reasons and com-
plexity level of some of these techniques, made necessary the
utilization of simpler biochemical methods. Starch gel electro-
phoresis and poliacrilamide gel electrophoresis of sarcoplas-
mic proteins for fish species identification have been reported.
Agarose gel electrophoresis presents itself as an alternative to
previous methods, because of its good resolution and poor tox-
icity. For method testing, muscles of Carvina (Cysnoscion vi-
rescens), Lisa (Mugil curema), Mero (Epinephelus striatus) and
Robalo (Centropomus undecimalis) were homogenized. Ex-
tracts were centrifuged and filtered before electrophoretic
analysis. Electrophoresis was performed at 95 Volts, for 35 min
using barbital buffer pH 8,6. All samples were analyzed in a
densitometer using a wavelength of 520 nm. Differences were
found in electrophoretic patterns and densitograms for all stud-
ied species; and identification test had a 95% of accuracy.
Completely different patterns were observed for each species
in all samples. Due to method efficiency, agarose gel electro-
phoresis of fish sarcoplasmic proteins for species identification
is recommended.

Key word: Electrophoresis, fish, identification.

INTRODUCCION

En afos recientes ha tomado interés la busqueda de
métodos bioguimicos que sean alternativa a los métodos con-
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vencionales para la identificacion de especies de pescados.
Existen dos razones importantes al respecto: la primera, es
muy dificil la identificacién sensorial precisa de un pescado
desprovisto de sus caracteristicas externas, en estos casos la
electroforesis ha sido de gran utilidad en la deteccién de adul-
teraciones en productos pesqueros, y la segunda, que actual-
mente el hombre tiene la posibilidad de usar técnicas bioquimi-
cas que dan mayor precision a la taxonomia, lo que permite la
clasificacién mas precisa de géneros y especies. Una de estas
técnicas es la electroforesis, la cual ha sido utilizada como una
técnica indispensable en el andlisis taxondmico por su preci-
sion, economia y sencillez en su realizacién [2].

Los primeros trabajos reportados sobre electroforesis de
proteinas sarcoplasmicas de pescado fueron realizados sobre
acetato de celulosa [8,9] y geles de almidon [1,3,12]. La pobre
resolucién de los métodos anteriores, y la aparicion del gel de
poliacrilamida a principios de los anos sesenta, dirigio la aten-
cién de los investigadores a este nuevo método [4,5,6,7,9,10,
11,13]. El furor causado por el gel de acrilamida, ademas de
su gran resolucién, influyeron negativamente sobre la técnica
del uso de la agarosa como soporte electroforético en la identi-
ficacién de especies de pescado. Esta técnica tiene ventajas
evidentes frente a la poliacrilamida, y es que posee buena re-
solucién aunado a una muy baja toxicidad y gran economia.

Es propésito de este trabajo ofrecer una alternativa eco-
némica de baja toxicidad y suficiente resolucién que permita la
utilidad del método propuesto en la identificacion de especies
de pescado desprovistos de sus caracteristicas externas.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras consistieron en 15 ejemplares de Corvina
(Cysnoscion verescens), Lisa (Mugil curema), Mero (Epi-
nephelus striatus) y Robalo (Centropomus undecimalis). Estos

fueron fileteados para la preparacion de los extratos siguiendo
la metodologia propuesta por Thompson [12]. 30 g de musculo
fueron pesados en una balanza Methler modelo AJ150, y fue-
ron homogeneizados en una licuadora comun marca oster a
velocidad maxima por 2 min en 60 ml de agua desionizada a
4°C. El extracto fue filtrado a través de papel de Filtro What-
man #1 e inmediatamente utilizado en la electroforesis.

Para la corrida electroforética se utilizd un sistema de
electroforesis Corning compuesto por una celda para electrofo-
resis de Agarosa (N2 de catdlogo Corning 470130), una fuente
de poder marca Corning # 470134, Geles de Agarosa Univer-
sal # 470100 obtenidos de los laboratorios Ciba Corning y una
Micropipeta marca Hamilton de 10 pL de capacidad.

Las condiciones para la electroforesis fueron las descri-
tas por Wieme [14]. Un pL de extracto fue sometido a un cam-
po eléctrico de 90V por 35 min, utilizando para ello buffer bar-
bital pH 8,6 Corning (N° de catalogo 470180). Los geles fueron
tefidos por 15 min en AmidoBlack 10B al 0,2% en &cido acéti-
co al 5% en agua desionizada. Tras ser secados en un horno
a 60°C se decoloraron en 3 soluciones de Acido Acético al 5%
y se secaron nuevamente a 60°C. Los electroforegramas fue-
ron analizados en un densitémetro Corning 710 utilizando una
longitud de onda de 520 nm. El andlisis electroforético de cada
muestra se realizé por duplicado. Se calculé la desviacion es-
tandar y el coeficiente de variacién a cada banda de proteinas
en los electroforegramas. Las corridas hechas con muestras
frescas, conocidas e identificadas previamente se compararon
con las muestras ante un panel de identificacién para medir la
efectividad del método.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura anexa se pueden apreciar los electroforegra-
mas de los exiractos de proteina muscular de las especies de
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ELECTROFOREGRAMAS DE PROTEINAS SARCOPLASMICAS DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS. (A) CORVINA
(Cysnoscion virescens). (B) LISA (Mugil curema). (C) MERO (Epinephelus siriatus). (D) ROBALO (Ceniropomus

undecimalis).
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TABLA |
Especie Banda *Coloracion/MR DE CcVv
Cysnocion virescens 1 ¢/0,005 0,0000012 0,0024
2 b/0,10 0,0000029 0,0029
3 b/0,16 0,0000025 0,00156
4 ¢/0,30 0,0000039 0,0013
5 c/0,48 0,0000028 0,0058
Mugil curema 1 a/0,21 0,0000029 0,00138
2 a/0,26 0,0000033 0,00126
3 a/0,43 0,0000058 0,00134
4 b/0,60 0,0000072 0,0012
Epinephelus striatus 1 b/0,08 0,0000017 0,0021
2 a/0,16 0,0000028 0,00175
3 b/0,26 0,0000029 0,00111
4 ¢/0,46 0,0000052 0,00113
Centropomus undecimalis 1 ¢/0,08 0,0000015 0,00187
2 a/0,13 0,0000018 0,00138
3 a/0,25 0,0000032 0,00128
4 b/0,40 0,0000048 0,00122

*Bandas enumeradas desde el origen.
MR: Movilidad Relativa. DE: Desviacion Estandar.

(a) Bandas de coloracion intensa.
CV: Coeficiente de Variacion.

(b) Bandas de coloracién tenue.  (c) Bandas apenas visibles.

TABLAII
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS FRENTE A PATRONES CONOCIDOS

Especie Panel Identificador (10 personas)
1 2 3 4 g 6 7 8 9 10
Cysnoscion virescens c c c X c c + c c c
Mugil curema c c c c G c o c c c
Zpinephelus striatus c c c c c c c X o c
Centropomus undecimalis c G c c c c c c G c

C= Acertado.

sescado estudiadas en el presente trabajo. Como se observa
=n la imagen, existen patrones electroforéticos perfectamente
s#erenciados para cada especie, no sélo en la intensidad que
~r=sentan las distintas bandas de proteinas sino también en la
—ovilidad relativa de las mismas. El mayor niumero de bandas
~=rz cada especie fue de 5 en la Corvina (Cysnocion vires-
s=ns), mientras el resto de las especies analizadas presenta-
=~ cuatro bandas de proteina. Este nimero de bandas es el
==portado en algunos trabajos realizados en geles de poliacri-
=mida [9,13], lo que indica que la agarosa present6 una reso-
_cién aceptable en la separacién de las proteinas sarcoplas-
—iczs de las distintas especies estudiadas tras un tiempo total
2= znélisis de 2 horas, mucho menor que el registrado para la
= =ctroforesis de poliacrilamida [14].

x= Respuesta incorrecta.  C/N® de muestras = 38/40 = 0,85.

La TABLA | muestra una descripcion de las bandas en
cuanto a coloracién y movilidad reportadas de acuerdo a la me-
todologia de Lemos y Moraes [9]. Puede observarse de manera
clara, que las bandas no coinciden simultdneamente en cuanto
a coloracién y movilidad para ninguna de las especies estudia-
das, presentandose muy poca variabilidad, lo cual indica que
los electroforegramas fueron altamente reproducibles.

La eficiencia del método para la identificacién de las es-
pecies de pescado fue evaluada con un panel de identificacion
entrenado en la interpretacién de los electroforegramas. La
identificacién de las muestras se realizé por comparacion del
patrén electroforético de las muestras con patrones debida-
mente identificados. La TABLA |l muestra los resultados de la
prueba de identificacion donde se observa que la efectividad,
medida como aciertos, fue del 95%. Estos valores son compa-
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rables a los obtenidos con métodos electroforeticos de mayor
resolucion [9,13].

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las especies Cysnoscion virescens (Corvina), Mugil Cu-
rema (Lisa), Epinephelus striatus (Mero) y Centropomus unde-
cimalis (Robalo), pueden ser facilmente identificadas por elec-
troforesis en gel de agarosa aln desprovistos de sus caracte-
risticas externas.

Es necesario establecer en trabajos futuros, como es
afectado el patrén electroforético de las proteinas musculares
debido a los procesos de autolisis que ocurren en la came de
pescado luego de su captura, para conocer si el método elec-
troforético propuesto en el presente trabajo, pudiera perder
aplicabilidad transcurrido un tiempo de captura prolongado.

Para estudiar la reproductibilidad del método, se reco-
mienda un estudio colaborativo entre varios laboratorios o in-
vestigadores del area de la tecnologia de alimentos y la taxo-
nomia de peces.
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