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1. ANTECEDENTES

La Asociacién Nacional de Acuicultura de atin rojo (ANATUN) ha solicitado el desarrollo
de un banco genético o biblioteca genética con los atunes estabulados en las granjas
de engorde en jaulas flotantes de la Region de Murcia con el fin de realizar la

identificacion genética inequivoca de esos especimenes.

Teniendo en cuenta las probleméticas derivadas de la utilizacion de los métodos
actualmente acreditados que resultan en identificaciones erréneas en algunos casos
(ver seccién Objetivos), AZTI puede desarrollar un método basado en marcadores
nucleares (y no mitocondriales como los ahora disponibles), gracias a un trabajo reciente

realizado por el equipo de genética de AZTI.

2. INTRODUCCION

La pesca ilegal, no documentada y no reglamentada induce a la sobrepesca y la mala
gestion de los recursos. Por otro lado, existe una exigencia cada vez mayor de los
consumidores para conocer el origen y propiedades de los productos pesqueros. Es
conocido que la sustituciéon (voluntaria 0 no) de especies puede resultar en
consecuencias graves en cuanto a la calidad y seguridad alimentarias, asi como a la
sostenibilidad de los recursos. Por ello, la disponibilidad de metodologias rapidas, poco
costosas y fiables para identificar especies es crucial. Esto es sobre todo importante en
el caso de especies muy similares para las que las caracteristicas morfoldgicas no son
suficientes para distinguirlas, como es el caso de algunos tunidos entre si (e.g. atlin rojo
del Atlantico y atun rojo del Pacifico o juveniles de rabil y patudo). Los métodos genéticos
se presentan como una alternativa fiable, rdpida y escalable que puede ademas
aplicarse en productos congelados, troceados y altamente procesados. Por ello, el

desarrollo de métodos basados en ADN para identificacion de especies pesqueras es
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un campo que crece muy rapido y que esta contribuyendo de manera significativa a

mejorar las inspecciones pesqueras y control de productos.

En el caso del atun rojo, existen metodologias de identificacién genética de especie,
pero la mayoria se basan en marcadores mitocondriales, los cuales estan sujetos a error
por las conocidas introgresiones mitocondriales entre Thunnus orientalis, T. thynnus y
T. alalunga (Chow et al. 2006). Estas introgresiones han sido responsables de la
identificacion erronea de algunos especimenes en granjas del Mediterraneo, resultando
en la imposibilidad de su comercializacion en el mercado nacional debido a la
disconformidad con el nombre de la especie declarada. Asimismo, en una de las
instalaciones de engorde de atun rojo de la costa de la Region de Murcia se han
estabulado ejemplares de atun rojo que, una vez sacrificados para su comercializacion,
presentaban tanto la 22 aleta dorsal como la aleta anal una longitud extremadamente
larga y una tonalidad amarillenta que hace pensar que pudieran ser tunidos de otra
especie distinta a T. thyunnus. De igual forma, en la campafia de pesca de atun rojo de
2020, en las almadrabas de EIl Estrecho han capturado ejemplares con estas mismas

caracteristicas, aletas demasiadas largas y tonalidades amarillentas.

Por tanto, debido a la irresolucién de los marcadores mitocondriales para identificar
especies de tunidos y que los pocos marcadores nucleares desarrollados para este fin
no discriminan entre todas las especies y solo se pueden usar como complemento a los
marcadores mitocondriales (Vifias, Tudela 2009), es necesario desarrollar y aplicar
marcadores nucleares que de manera inequivoca y coste-efectiva identifiguen a qué
especie pertenecen los especimenes de las granjas de atun. Partiendo de los
marcadores identificados en un estudio previo desarrollado por Diaz-Arce et al (2016)
en el que se demuestra el potencial de los marcadores nucleares para discriminar de
manera inequivoca entre especies del género Thunnus sin depender del genoma
mitocondrial, se validaran las sondas para los marcadores con mayor poder de

diagnostico identificados.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MUESTREO Yy EXTRACCION DE ADN

Se han muestreado 50 especimenes morfoldégicamente identificados como atun rojo (T.
thynnus) para que con el método validado se identifiquen genéticamente. De cada
espécimen se ha obtenido un trozo de tejido del cual se ha extraido el ADN usando el
Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega, WI, USA) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. EI ADN extraido se ha suspendido en agua Milli-Q y
se ha determinado su concentracion mediante el Quant-iT dsDNA HS assay kit using a
Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies). La integridad del ADN se ha verificado
mediante electroforesis en gel de agarosa 1%, migrando unos 100 ng tefiidos con
GelRed™,

3.2. SELECCION DE MARCADORES
DIAGNOSTICO

Para la identificacién de especimenes de atun rojo (T. thynnus) basada en el uso de
marcadores genéticos, se ha realizado un esquema de identificacion por pasos (Figura
1) que implica discriminacion de esta especie de entre todas las especies del género
Thunnus. Este esquema de identificacioén se ha realizado para minimizar el nUmero de
pasos necesarios para identificar inequivocamente especimenes de atlin rojo y teniendo
en cuenta la relacion filogenética entre todas las especies dentro del género Thunnus.
La obtencion de marcadores que discriminen entre las especies T. thynnusy T. orientalis

sera especialmente compleja dada la cercania evolutiva de ambas especies.
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[ T. thynnus / T. orientalis ] [ Otros Thunnus ]

[ T. thynnus ] [ T. orientalis ] T. alalunga { Otros Thunnus ]

Figura 1. Esquema de identificacion planificado donde se indica los grupos de especies que
discrimina cada grupo de marcadores candidatos.

La identificacion de marcadores para cada paso se ha basado en el juego de datos de
Diaz-Arce et al. (2016) asi como en un juego de datos de atun rojo no publicado (Diaz-
Arce et al. en preparacion). El juego de datos consta de un ensamblaje de secuencias
de individuos de diferentes especies del género Thunnus obtenidas mediante una
técnica de secuenciacion masiva llamada RAD-seq que proporciona una representacion
reducida del genoma. En total, para la seleccién de marcadores se han utilizado 5
individuos de T. orientalis, 4 individuos de T. alalunga, 234 individuos de T. thynnus y
23 individuos de otras especies del género Thunnus. De entre el catalogo de secuencias
ensambladas, se identificaron y clasificaron las posiciones variables con dos posibles
versiones alternativas que estuvieran fijadas dentro de cada especie siguiendo el patrén
de diferenciacién genética que respondiera al esquema de identificacion mostrado en la

Figura 1.

Segun se ha visto en estudios previos, las especies T. thynnus y T. orientalis son
especies evolutivamente muy cercanas y comparten un ancestro comun relativamente
reciente en la escala evolutiva, por lo que para seleccionar marcadores que
diferenciasen entre estas especies se utilizd un software especifico, llamado TRES
(Kavakiotis et al. 2015) que evalla el poder discriminativo de cada posicién variable

entre los individuos de ambas especies incluidas en el juego de datos. En ausencia de
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marcadores con un poder discriminativo del 100%, se eligieron 2 marcadores del tipo
“Marcador 2” de entre los 10 marcadores mejor evaluados. El poder de discriminacién
combinado de dichos marcadores se estimo utilizando el método leave-one-out
implementado en el software especifico GENECLASS2 (Piry et al. 2004).

Ademds, cada grupo de marcadores candidatos seleccionados se filtraron para
minimizar el porcentaje de genotipos incompletos en la base de datos y se seleccionaron
solo aquellas posiciones variables que no tuvieran otras posiciones variables en al

menos las 30 posiciones nucleotidicas en ambos flancos de la cadena de ADN.

3.3. DESARROLLO DE ENSAYOS DE
GENOTIPADO

De entre los marcadores genéticos seleccionados dentro de cada grupo, se ha testado
su viabilidad para el disefio de sondas de hibridacién tipo Tagman® utilizando en la
aplicacion disponible en la web del proveedor “Thermofisher”
(https://www.thermofisher.com/order/custom-genomic-products/tools/genotyping/).

Estas sondas de hibridacién permiten la identificacién del genotipo presente en esa
posicion del genoma para cada muestra, y por tanto la asignacion de la muestra a uno

de los grupos de discriminacién de dicho marcador.


https://www.thermofisher.com/order/custom-genomic-products/tools/genotyping/
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3.4. VALIDACION DE LOS ENSAYOS DE
GENOTIPADO

Para la validacion técnica del “Marcador 1” que diferencia las especies de atun rojo (T.
orientalis y T. thynnus) del resto de especies del género Thunnus, se utiliz6 ADN de dos
individuos diferentes de cada una de las siguientes especies: T. thynnus, T. alalunga, T.
albacares, T. obesus, T. maccoyii, T. atlanticus. Para la validacién técnica de los
marcadores tipo “Marcador 2” y “Marcador 3” que diferencian entre las dos especies de
atan rojo T. thynnus y T. orientalis y entre T. alalunga y otras especies del género
Thunnus respectivamente se utiliz6 ADN de cinco individuos de T. thynnus, cinco de T.
orientalis, cuatro individuos de T. alalunga y un individuo de T. maccoyii. Todas las
muestras utilizadas para la validacion técnica de los marcadores se utilizaron para la

seleccion de los mismos.

Para la validacion biolégica, se usaron muestras de especie conocida que no se
habian utilizado para la seleccion de marcadores: T. thynnus (18 individuos), T. alalunga
(17 individuos), T. maccoyii (3 individuos), T. orientalis (5 individuos), asi como 2
muestras de referencia para cada una de las dos alternativas para cada marcador de

genotipo conocido.

Para realizar la identificacion de especie en 100 muestras de tejido ciegas
proporcionadas por Taxon, se siguié el esquema de discriminacion planificado (Figura
1). En cada ensayo realizado se introdujeron dos muestras de T. alalunga y de T.
thynnus respectivamente de genotipos conocidos como referencia. Para asignar la
especie de origen se utilizé el criterio Rannala & Mountain integrado en el software
GENECLASS?2 (Piry et al. 2004) utilizando como referencia los genotipos de muestras
de T. thynnus y T. orientalis utilizados para la seleccién de marcadores asi como las
utilizadas para la validacion de los marcadores y requiriendo un porcentaje minimo de
asignacion del 80%, utilizado en estudios previos con aplicaciones similares (Rodriguez-
Ezpeleta et al. 2019).
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4. RESULTADOS

De entre las 136,623 posiciones variables dentro del género Thunnus genotipadas en al
menos el 90% de los individuos de cada especie incluidos en el juego de datos, se
seleccionaron 9 posiciones candidatas del tipo “Marcador 1”7, 10 del tipo “Marcador 2” y
110 del tipo “Marcador 3”. De entre los que presentaban viabilidad para el tipo de disefio
Tagman, se han seleccionado uno del tipo “Marcador 1"y “Marcador 3” para los ensayos
de validacion. No se encontré ningun marcador con poder de discriminacion del 100%
para el “Marcador 2” y por lo tanto se eligieron 2 marcadores con un poder de asignaciéon
combinado del 97,4%.

En la validacién técnica, el test de replicabilidad con las muestras usadas para
seleccionar los marcadores resultdé en genotipos idénticos a los obtenidos previamente
con la técnica de secuenciacion RAD-seq, validando los ensayos desarrollados.

En la validacidon biol6gica, las muestras se separaron segun lo esperado para cada
caso y de manera acorde con las 4 muestras de referencia incluidas en cada ensayo
(Tabla 1). En los ensayos de validacién de los “Marcadores 2” una pequefia proporcion
de muestras de Thunnus thynnus y Thunnus orientalis mostraron genotipos
heterocigotos, lo cual entra dentro de lo esperado, teniendo en cuenta no se encontraron

marcadores fijados que diferenciasen entre las dos especies.

10
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Tabla 1. Genotipos obtenidos para las muestras utilizadas en la validacion biolégica y especie
asignada para cada muestra. Los genotipos homocigotos para el alelo 1 (1/1), homocigotos para el
alelo 2 (2/2) o heterocigotos (1/2) se indican para cada ensayo. “Marcador 1”: T. thynnus y T.
orientalis (2/2), T. alalunga y otras especies (1/1); “Marcador 3”: T. alalunga (2/2) y otras especies
(2/1). “Marcador 2(1)”/“Marcador 2(2)”: T. thynnus (1/1) y T. orientalis (2/2); se indica porcentaje de
asignacion basado en los “Marcador 2(1)” y “Marcador 2(2)” para la especie identificada en el

ensayo.
Nimero de Especie (segln Marcador Especie a;/ialr?;cdign
muestra morfologia) 1 2(1) 22) 3 asignada g(%)

1 T. thynnus 22 11 12 - T. thynnus 96.2
2 T. thynnus 22 11 11 - T. thynnus 99.9
3 T. thynnus 22 11 11 - T. thynnus 99.9
4 T. thynnus 22 11 11 - T. thynnus 99.9
5 T. thynnus 22 11 11 - T. thynnus 99.9
6 T. thynnus 22 11 11 - T. thynnus 99.9
7 T. thynnus 22 11 11 - T. thynnus 99.9
8 T. thynnus 22 11 12 - T. thynnus 96.2
9 T. thynnus 22 11 12 - T. thynnus 96.2
10 T. thynnus 22 11 11 - T. thynnus 99.9
11 T. thynnus 22 11 11 - T. thynnus 99.9
12 T. thynnus 22 11 11 - T. thynnus 99.9
13 T. thynnus 22 11 11 - T. thynnus 99.9
14 T. thynnus 22 11 11 - T. thynnus 99.9
15 T. thynnus 22 11 11 - T. thynnus 99.9
16 T. thynnus 22 11 11 - T. thynnus 99.9
17 T. thynnus 22 11 11 - T. thynnus 99.9
18 T. thynnus 22 11 11 - T. thynnus 99.9
19 T. orientalis 202 12 12 - T. orientalis 86.3
20 T. orientalis 202 12 12 - T. orientalis 86.3
21 T. orientalis 212 212 12 - T. orientalis 99.9
22 T. orientalis 212 22 22 - T. orientalis 100.0
23 T. orientalis 202 22 12 - T. orientalis 99.9
24 T. alalunga 1/1 - - 22 T. alalunga -

25 T. alalunga m - - 22 T. alalunga -

26 T. alalunga 17m - - 212 T. alalunga -

27 T. alalunga - - 212 T. alalunga -

28 T. alalunga m - - 22 T. alalunga -

11
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29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42
43

A A A4 A A A A A A A A A

. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga
. maccoyii

. maccoyii
. maccoyii

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11

2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
11

11
11

. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga
. alalunga

4 4 4 4444444444

. alalunga

Thunnus sp.

Thunnus sp.
Thunnus sp.

El 100% de las muestras ciegas proporcionadas fueron identificadas como T. thynnus

[ T. orientalis tras el test con el “Marcador 1”. Los test realizados con los “Marcadores 2”

para diferenciar entre estas dos Ultimas especies asignan 93 de las 100 muestras a T.

thynnus, y las 7 muestras restantes no se asignan de manera robusta a ninguna de las

dos especies (Tabla 2), siendo tres de ellas mas probablemente T. thynnus y cuatro T.

orientalis segun el porcentaje de asignacion. Esta incertidumbre esta también en linea

con los resultados de la validacion biolégica que encuentran algunas muestras

heterocigotas.

12
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Tabla 2. Asignacion de especie de 100 muestras de origen desconocido basadas en los “Marcadores
2” que discriminan entre T. thynnus y T. orientalis. Las muestras que no se asignan con un valor de
asignacion > 80% a ninguna de las dos especies se indican con un asterico (*) junto al nGmero de

muestra.

Nimero de Marcador Especie asignada Valor de
muestra 1 2(1) 22 asignacion (%)

1* 212 12 11 T. thynnus 62.8
2 22 11 172 T. thynnus 92.6
3 212 11 11 T. thynnus 99.7
4 212 1/1 11 T. thynnus 99.7
5 22 11 11 T. thynnus 99.7
6 212 11 172 T. thynnus 92.6
7 22 11 11 T. thynnus 99.7
8 212 11 11 T. thynnus 99.7
9 22 11 11 T. thynnus 99.7
10 22 11 172 T. thynnus 92.6
11 212 11 11 T. thynnus 99.7
12 22 11 172 T. thynnus 92.6
13 212 11 11 T. thynnus 99.7
14 22 11 11 T. thynnus 99.7
15 212 11 11 T. thynnus 99.7
16 212 11 11 T. thynnus 99.7
17 22 11 11 T. thynnus 99.7
18 22 11 11 T. thynnus 99.7
19 22 11 11 T. thynnus 99.7
20 212 11 11 T. thynnus 99.7
21 22 11 11 T. thynnus 99.7
22 22 11 11 T. thynnus 99.7
23 212 11 11 T. thynnus 99.7
24 22 11 11 T. thynnus 99.7
25 22 11 11 T. thynnus 99.7
26 22 11 11 T. thynnus 99.7
27 212 11 11 T. thynnus 99.7
28 22 11 11 T. thynnus 99.7
29* 22 12 11 T. thynnus 62.8
30 212 11 11 T. thynnus 99.7
31 212 1/1 11 T. thynnus 99.7
32 212 11 11 T. thynnus 99.7
33 212 1/1 11 T. thynnus 99.7

13
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34
35
36

37+
38
39

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63+
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

2/2
22
22
2/2
22
2/2
22
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
2/2
11
1/1
11
11
1/1
11
1/1
11
1/2
11
11
1/1
11
2/2
11
1/2
1/1
11
1/1
11
1/2
11
1/2
1/1
11
2/2
11
1/1
1/1
11
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1

T.
T.
T.
T. orientalis
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. orientalis
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. orientalis
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus

A4 444444443 444444444447 4444444444444

thynnus
thynnus
thynnus

99.7
99.7
99.7
70.4
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
92.6
99.7
99.7
99.7
99.7
70.4
99.7
92.6
99.7
99.7
99.7
99.7
92.6
99.7
92.6
99.7
99.7
70.4
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
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74
75
76
77
78
79*
80
81
82
83
84
85
86
87*
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

2/2
22
22
2/2
22
2/2
22
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2
2/2

11
11
11
11
11
1/2
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
1/1
11
11
1/1
11
1/1
11
1/1
2/2
11
1/1
11
1/1
11
1/1
1/1
11
1/1
11
1/1
1/2
11

A4 444444444444+

e e e e e e e e e e

. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. orientalis
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus
. thynnus

99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
62.8
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
70.4
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
92.6
99.7
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5. CONCLUSIONES

El ensayo desarrollado para identificar especie de atin muestra una eficacia del 100%
para determinar si un espécimen es T.orientalis/T.thynnus y otra especie Thunnus y, en
el segundo caso, si es T. alalunga u otra especie. En cuanto a la identificacion entre T.
orientalis y T. thynnus, el método es eficaz en mas del 97%, lo cual seria quiza mejorable
aumentando el numero de muestras de referencia de T. orientalis y el nUmero de

marcadores.
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