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Approccio biomolecolare
per I'identificazione di specie
di una trancia di pesce

A DNA-based approach in species identification

of frozen fish

SUMMARY v

Part of the cytocrome b (cyt. b) and 16S
rRNA genes were sequenced to identify a
frozen fish steak labelled as “cernia ruvet-
to” (R. pretiosus), common name “oil fish”.
Authenticated individual of R. pretiosuswas
used as reference: undoubtful identification
was done by morphology. Consumption of
this species has been reported to have pur-
gative effects in some consumers, and the
trade of R. pretiosus and other related spe-
cies in Italy is forbidden.

Alignment of the obtained sequences with
those available in GenBank data base was
carried out with BLASTn and genetic dis-
tances were calculated using the Tamura-
Nai model. Reference oil fish showed 100%
homology with sequence of R. pretiosus
available in GenBank, while unknown sam-
ple achieved the highest homology with
Lepidocibium flavobrunneum (97%).

This approach is rapid and offers the po-
tential to detect fraudulent or unintentional
mislabelling of seafood. For an unambigu-
ous answer to the question of similarity and
intra-species polymorphisms, further au-
thenticated individuals of different geo-
graphic origin should be investigated and a
greater number of species shoulds be se-
guenced so as to apply the test as a routine
seafood authentication analysis.

SOMMARIO Y

Si é impiegato il sequenziamento di parte
dei geni del citocromo b e dell’unita ribo-
somiale 16S rRNA per identificare un tran-
cio di pesce congelato etichettato come
“cernia ruvetto” (R. pretiosus), nome co-
mune “oil fish”. Come standard si € utiliz-
zato DNA proveniente da un esemplare di
R. pretiosus identificato sulla base dei ca-
ratteri morfologici. Il consumo di queste
carni e documentato provocare effetti pur-
ganti in alcuni consumatori, e in Italia ne &
vietata la commercializzazione. Le sequen-
ze ottenute sono state allineate con quelle
disponibili in GenBank e si € calcolata la
distanza genetica impiegando il modello
Tamura-Nei. Lo standard noto ha ottenuto
un’omologia del 100% con la sequenza di
R. pretiosus presente in GenBank, mentre
il campione dichiarato “cernia ruvetto” ha
evidenziato la piu alta omologia con Lepi-
docibium flavobrunneum (97%). Questo
approccio ¢ rapido ed offre la possibilita
di evidenziare frodi o errori nell’etichetta-
tura dei prodotti della pesca. Per poter ap-
plicare questa tecnica come analisi di rou-
tine & perd necessario sequenziare piu
soggetti di una stessa specie di differente
origine geografica al fine di valutare I'esi-
stenza di polimorfismi genetici, nonché
ampliare il numero di specie presenti nei
database di pubblico accesso.

In Italia I'intero comparto dei prodotti it-
tici negli ultimi anni mostra un andamen-
to negativo legato sia a deficienze strut-
turali del settore, sia a cali produlttivi. |
dati riferentesi al 1997-98 hanno eviden-
ziato che le catture della flotta naziona-
le sono riuscite a soddisfare un grado di
auto approvvigionamento pari al 54,2%
del consumo apparente interno ed il
52,4% dell’intera spesa (Schiavo, 2002).
L'ltalia di conseguenza diventa uno dei
principali importatori di prodotti della
pesca, con un bilancio di oltre 2800 mi-
lioni di dollari nel 1999; nel primo seme-
stre del 2001 sono stati importati
425.707 t di prodotti ittici, di cui il 19,5%
costituito da pesce congelato e il 12,3%
da pesce fresco.

Si accompagna all'incremento di impor-
tazioni, il riscontro di specie alloctone,
poco conosciute sui nostri mercati, che
rendono complesso il compito delle au-
torita preposte ai controlli ufficiali sia per
quanto concerne la valutazione dell’ido-
neita sanitaria sia per il controllo delle
frodi e dell’etichettatura previsto dall’art.
4 del Regolamento CE 104/2000 e Reg.
CE 2065/2001. In quest’ottica, diventa
sempre piu importante disporre di meto-
di di laboratorio che consentano di iden-
tificare rapidamente le specie oggetto di
commercializzazione, soprattutto in pre-
senza di prodotti variamente lavorati,
privi di integrita anatomica. Accanto alle
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tecniche basate sull’analisi delle protei-
ne, quali I'isoelettrofocalizzazione, gli stu-
di pit recenti in questo campo si basano
sull’analisi del DNA, principalmente per
la sua stabilita anche in prodotti varia-
mente trasformati, e per I'assenza di po-
limorfismi evidenziati invece per alcune
specie con 'analisi proteica (Wolf et al.,
2000).

In questo studio si presentano i risultati
di indagini biomolecolari per I'identifica-
zione di specie effettuate su una partita
di trance di pesce congelato, etichettato
come *“cernia ruvetto” (Ruvettus pretio-
sus), sequestrato nel corso dell’attivita di
vigilanza in uno stabilimento di deposito
di prodotti della pesca. In particolare si
utilizzata la tecnica del sequenziamento
diretto di due frammenti di DNA mitocon-
driale, impiegando i geni che codificano
la piccola unita ribosomiale 16S RNA e il
citocromo b (cyt. b).

MATERIALI E METODI Vv

Campioni

[l prodotto oggetto dell’indagine deriva-
va da una partita di prodotti della pesca
provenienti dalla Spagna, costituita da
352 colli del peso di circa 6 kg ognuno,
recanti su ciascuna confezione e sui do-
cumenti di accompagnamento le indica-
zioni previste dal Reg. 2065/2001, con
la denominazione di “cernia ruvetto”
(Ruvettus pretiosus). La partita € stata
posta sotto sequestro dal servizio veteri-
nario, in ottemperanza alle disposizioni
impartite dal Ministero della Sanita con
nota n. 600.9.3/24481/AG50/721 del
29/3/2000. Da un collo ¢ stato prelevato
un campione per I'effettuazione di inda-
gini biomolecolari.

Come campione di riferimento, si & impie-
gato un esemplare congelato di Ruvettus
pretiosus, identificato sulla base delle ca-
ratteristiche morfologiche nella sezione di
Ispezione degli Alimenti di Origine Animale
della Facolta di Medicina veterinaria di
Messina.

Estrazione del DNA

L'estrazione del DNA mediante Dneasy Tis-
sue Kit (Qiagen) precedentemente modi-
ficato (Bottero et al., 1999) é stata effet-
tuata su 400 mg di muscolo preventiva-
mente scongelato. Il DNA é stato succes-
sivamente quantificato mediante spettro-
fotometro (Ultraspec 2000, Pharmacia
Biotech) e portato alla concentrazione ot-
timale di 50 ng/pL.

Oligonucleotidi

Si sono impiegate due coppie di primers
universali sintetizzati dalla Roche Diagno-
stic Monza, la prima in grado di amplifi-
care un frammento di DNA mitocondriale
del gene citocromo b (cyt. b) (cyt. bl e
cyt. b2; Kocher et al., 1989) (fig. 1); la
seconda disegnata da noi in grado di am-
plificare un frammento del gene 16S rRNA
(univs, univas) (fig. 1).

PCR

Sono state messe a punto due diverse re-
azioni di PCR su un volume finale di 50 pL
(DNA Thermal Cycler 2400 Perkin Elmer).
La prima reazione conteneva 20 mM Tris-
HCI, (pH 8,4), 1 U di Platinum Tag DNA
polymerase (Invitrogen), 2 mM MgCl,, 0,2
mM dNTPs, 25 pmoli di ciascun primers
(L14841, H15149), 250 ng di DNA. I cicli
di amplificazione erano costituti da una
prima denaturazione a 94°C per 5 min
seguita da 35 cicli di 94°C per 1 min, 50°C
per 1 min, 72°C per 2 min.

La seconda era composta da 20 mM Tris-
HCI, (pH 8,4), 1 U di Platinum Tag DNA
polymerase (Invitrogen), 1,5 mM MgClL,
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0,2 mM dNTPs, 25 pmoli di ciascun pri-
mers (Univs, Univas), 250 ng di DNA. Lo
schema di amplificazione era costituito da
una prima denaturazione a 94°C per 5 min
seguita da 35 cicli di 94°C per 1 min, 68°C
per 1 min e 30 sec, con estensione finale
a 72°C per 5 min. Gli ampliconi sono stati
sottoposti ad elettroforesi su gel di aga-
rosio al 2,5% e visualizzati dopo colora-
zione con bromuro di etidio.

Purificazione dei prodotti di PCR

Per la purificazione dei prodotti di ampli-
ficazione da sottoporre a sequenziamen-
to si e utilizzato il QIAquick PCR Purifica-
tion Kit (QIAGEN) secondo le indicazioni
fornite dal produttore.

Sequenziamento

Il cycle sequencing é stato eseguito su un
volume finale di 20 L, in ogni reazione
erano presenti: 5 pmoli dei primers senso
0 antisenso dei due geni utilizzati, i ddN-
TPs terminatori marcati con rodamina. Il
sequenziamento é stato effettuato me-
diante ABI 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems).

Analisi delle sequenze

Le sequenze ottenute sono state elabora-
te mediante il programma CROMAS 2.0
(Technelysium).

Per calcolare I'omologia con altre sequen-
ze depositate e tra la sequenza dello stan-
dard e quella del campione oggetto di
indagini, si sono impiegati rispettivamen-
te i programmi BLASTn (Altschul et al.,
1990) e CLUSTAL X (Higgins et al., 1992).

Prrirmers Posiz Sequenzn sliganug el dicn l|I|-|'||l.-\.lII|.'
| | {hpl
Lt | |48 | MU A DU AAL AP TU AL S [OATDAAN 1 sal hip
Cyd b 2 15874 | SGOOCCTCAGAATOATATTTGTOCTCOA 3
{Kocher ela
I9ES)
Limivs BATI E AGACGAGAANGADDCTRTGLGARCTTTA 3 I.' id-365 bp
Limivos 21742 SGATTGOGCTOTTATOOCTAGGGTA 3
| 567

* codice di accesso GenBank; R=A/G.
Fig. 1.
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RISULTATI

E CONSIDERAZIONI v

Ruvettus pretiosus, fam. Gempylidae, € un
pesce di grande dimensione — fino a 300
cm — bentopelagico, diffuso nella zona
subtropicale tra il 55° N e 35°S, pescato
occasionalmente anche nel Mediterraneo
al largo delle coste sicule, solitamente in
concomitanza con la pesca di tonni. In al-
cune zone della Spagna, e in particolar
modo nelle isole Canarie, questa specie
viene spesso consumata per risolvere fe-
nomeni di stipsi (Ruiz-Gutierrez et al.,
1997). Il consumo di carni di R. pretiosus
e stato piu volte segnalato quale causa
di diarrea di intensita variabile (Pellegri-
no et al., 2000), patologia legata alla pre-
senza di una sostanza indicata come gem-
pylotossina. Studi recenti (Ruiz-Gutierrez
et al., 1997; Nichols et al., 2001) hanno
evidenziato che I'effetto purgativo € le-
gato all’elevata presenza di lipidi non sa-
ponificabili nelle carni non solo di R. pre-
tiosus ma anche di Lepidocybium flavo-
brunneum. U'analisi dei lipidi ha infatti evi-
denziato che circa il 90% dei grassi pre-
senti a livello della muscolatura sottocu-
tanea, ventrale e dorsale sono costituiti
da cere, che consentono al pesce di vive-
re a grandi profondita senza eccessivo
consumo di energia (Ruiz-Gutierrez et al.,
1997).

La segnalazione di episodi diarroici legati
al consumo di queste carni, ha indotto il
Ministero della Sanita, su parere dell’Isti-
tuto Superiore di Sanita e del Centro Ri-
cerche Marine di Cesenatico, a vietare la
commercializzazione di queste carni; ne-
gli USA vige la raccomandazione del CF-
SAN-FDA di non importare e commercia-
lizzare carni di R. pretiosuse L. flavobrun-
neum a causa dell’effetto purgativo eser-
citato dall’olio. A fronte di queste indica-
zioni, occorre tuttavia segnalare che que-
ste stesse specie, unitamente a Gempylus
serpens, vengono inserite, sotto la deno-
minazione di tirsite, fra i prodotti della
pesca per i quali € ammesso un tenore
massimo di 1 mg/kg di mercurio nel Reg.
CE 221/2002: dal momento che tale re-

Fig. 2 - Amplificazione di un frammento
(359 bp) del gene cyt. b (DNA
mitocondriale): M 100 bp ladder (Roche);
1. Campione standard; 2. Campione
sequestrato; W Controllo reagenti.

Fig. 3 - Amplificazione di un frammento
(bp) del gene 16S (234-265 bp) (DNA
mitocondriale): M 100 bp ladder (Roche);
1. Standard di Ruvettus pretiosus;

2. Campione sequestrato; W Controllo
reagenti.

golamento ha la finalita di tutelare la sa-
lute pubblica, si deduce che queste spe-
cie vengano considerate edibili.

L'analisi del DNA é stata pertanto condotta
al fine di verificare se le trance in questio-
ne appartenessero realmente alla specie
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indicata nella documentazione allegata
alla partita. Tanto il campione standard di
R. pretiosus quanto il campione prelevato
dalla partita sequestrata sono stati sotto-
posti a PCR impiegando le due diverse
coppie di primers. In entrambi i casi € sta-
to possibile mettere in evidenza il prodot-
to amplificato di 359 bp (gene del cyt. b),
e di 234-265 bp (gene 16S rRNA): in que-
st’ultimo caso la lunghezza variabile €
dovuta alla presenza di delezioni all’inter-
no del frammento (fig. 2 e 3).

Le sequenze nucleotidiche analizzate con
BLASTn hanno evidenziato per il prodot-
to di PCR ottenuto con i primers del cyt.
b un’omologia del 100% nel caso del
campione da noi impiegato come stan-
dard di riferimento con R. pretiosus, men-
tre per il campione sequestrato la specie
che evidenzia maggiore omologia é Le-
pidocybium flavobrunneum (97%), per la
quale si ha appaiamento di 261 su 269
basi. Al fine di valutare la distanza gene-
tica tra la sequenza del campione oggetto
di sequestro e le specie con una mag-
giore omologia sulla base dei risultati
ottenuti con BLASTn, si & costruito un
albero filogenetico (fig. 4): I'analisi é sta-
ta condotta impiegando MEGA versione
2.1 (Kumar et al., 2001). | risultati con-
fermano la vicinanza filogenetica del
campione oggetto di sequestro con la
famiglia Gempylidae, e in particolare con
L. flavobrunneum. Lo studio delle diver-
genze dei nucleotidi nelle sequenze del
cyt. b & ampiamente consolidato per la
valutazione di relazioni filogenetiche nei
pesci e negli altri vertebrati: all’interno
dello stesso genere raramente superano
il 20%, con I'eccezione dei Clupeiformi
(Jéréme et al., 2003) e questo approccio
potrebbe essere seguito per la differen-
ziazione di specie. A questo scopo e tut-
tavia necessario che vengano sequenzia-
te non solo un numero maggiore di spe-
cie, ma anche, entro la stessa specie, sog-
getti di diversa origine, al fine di validare
il metodo.

Per quanto riguarda la regione 16S rRNA
occorre premettere che si tratta di un gene
studiato in special modo nei procarioti,
mentre le informazioni disponibili negli
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E_affinis L'amplificazione di ben precise regioni
del DNA mitocondriale, in particolare
del cyt. b, seguita da sequenziamento
e/o analisi dei siti di restrizione (RFLP)
e gia stata impiegata con successo da
altri autori nei prodotti della pesca per
identificare specie di interesse commer-
ciale (Ram et al., 1986; Quinteiro et al.,
1998; Wolf et al., 2000; Jérdme et al.,
2003). La scelta della regione deve te-
ner conto di alcuni elementi fondamen-
tali quali contenere informazioni suffi-
cienti per distinguere le specie di inte-
resse, e, nel contempo, avere un bhasso
livello di variabilita intraspecifica (Quin-
teiro et al., 1998); inoltre nel caso di
prodotti sottoposti a trattamenti alta-
mente denaturanti, quali le conserve, la
lunghezza del frammento deve tener
conto della frammentazione del DNA
operata dal calore. Il confronto della se-
quenza di un frammento di DNA pro-

E.alletteratus
E. palamis
S.cavalla
T.alalunga
T thynnaus
A solander
R.pretiosus
G.serpens
L. flanvabrunneum
saquasiralo

P.auriga

0,02

Fig. 4 - Albero filogenetico costruito impiegando Tamura-Nei distance matrix.

eucarioti, e in particolare per quel che con-
cerne i pesci, sono ancora piuttosto limi-
tate. Questa regione e caratterizzata dal-
la presenza di zone altamente conservate
alternate ad altre ipervariabili: I'allinea-
mento con CLUSTAL X della sequenza

dello standard di R. pretiosus, identificato
sulla base dei caratteri morfologici, con la
sequenza ottenuta nel campione seque-
strato evidenzia molte differenze (fig. 5),
consentendo di concludere che si tratti di
specie differenti.

veniente da un campione sconosciuto
con le sequenze di quello stesso fram-
mento di diversi individui della specie
da cui si intende differenziare (nel no-
stro caso R. pretiosus) permette di sti-
mare la distanza genetica.

cles TTAAGACGAAAAGACCCTETGGAGCTTTAGGCAC -AAGECATATCATGTTAAACACCCCT
sl65 - = AAGRCGAGARGACCCTGTGGAGC TTTAGACGOCARGGCATATCATGTTARACACCCCT
W W W Wy e bl W R R R @ W W W ] IR RN RN R R R NN R R R
clas GAMCEDRGGECTEAARTARATEALCCC - - -TGCCCTCATECCTTAGE T TGEGGCEACCAT
5165 AnACE LR CCECCARACCAACRTEATAACOTATGCCCTARTETCTTTRETTEEGEECGEACCGET
dok h ok o h dr d d R & i FE FEE * ThEhhkd khkh khkdhk FEEFEEFEEETERAE
cles GEEEAAECA R CAACCCCCACGTEGAATEEEAACACTTCTTTTTTTCTCCCTCCTACARG
sles GEGERARCARAMAACCCCCACGTEGAATGEEAGCA = = - - = - - ==C0CTCCTACARD
i ol il L kA FFEFFF I T A E TR o000 L FTEEFFTE AR R LR
cles CAMGAGCTGCAGCTCTAGCARACAGARTT-CTGACCARAC TAAAGATCCGECARCGOCGA
s165 ChAMNGRGCTECAGCTCTAATARACAGAA TTTCTGACCART - - A - AGATCCGGCARACGIDCGR
ook ok Ak ok ok ke R - Rk ok ok ok Rk ok - LR
cliS TCARCGEACCARCTTACCCTAGGEATAACAOCGCAR -
=165 TCARCCEACCEACTTACCCTAGGEATAACARGCGCART

Tk kA AA Ak FERT R R R R R bR Aok

Fig. 5 - Allineamento con CLUSTAL X (1.8) delle sequenze del campione sequestrato (C16S) e dello standard di R. pretiosus (s16S).
Il simbolo “*” indica omologie fra le basi; “-”” delezioni.
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| risultati del sequenziamento dei fram-
menti ottenuti con entrambe le coppie di
primers, ci permettono di escludere che la
trancia esaminata appartenesse a R. pre-
tiosus, come segnalato invece in etichet-
ta: I'analisi filogenetica sembra indicare
si tratti di una specie vicina piuttosto a L.
flavobrunneum, altro gempilide commer-
cializzato sotto il nome di “escolar” con
composizione lipidica analoga a R. pre-
tiosus.

Benché I'UE con la pubblicazione del Reg.
2065/2001 abbia voluto dare una forte
spinta alla rintracciabilita dei prodotti del-
la pesca mediante il sistema di etichet-
tatura, gli operatori spesso si trovano in
gravi difficolta ad identificare esattamen-
te la specie, soprattutto in presenza di
prodotti inusuali per i nostri mercati.
Lanalisi del DNA puo portare un forte
contributo positivo non solo permetten-
do di riconoscere esattamente quanto si
va ad immettere sul mercato, consenten-
do quindi una corretta etichettatura, ma
anche contribuendo a migliorare la sicu-
rezza degli alimenti e, di conseguenza,
la fiducia del consumatore. Per giungere
a cio € necessaria una politica che com-
prenda appieno questa necessita e si
destinino risorse apposite per la creazio-
ne di un database di pubblico dominio
con le sequenze, almeno relativamente
al cyt. b, delle specie ittiche di interesse
commerciale.
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