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RESÚMEN: 
Los productos pesqueros comerciales están a veces mal etiquetados. Actualmente es relativamente común 
la sustitución de unos productos pesqueros por otros semejantes de menor valor, en los que durante el 
procesado se han eliminado las características morfológicas externas en que se diferencian, como en 
filetes o rodajas refrigeradas, congeladas o enlatadas. La identificación de las especies de estos productos 
(autentificación) es necesaria para prevenir substituciones fraudulentas de unas especies por otras de 
menor valor.  

Distintos métodos analíticos se han desarrollado para la autentificación de especies pesqueras. Los 
avances en las técnicas de biología molecular han permitido el desarrollo de métodos utilizando DNA, la 
biomolécula portadora por excelencia de la información genética de los seres vivos. Una parte importante 
de estos métodos se fundamenta en la amplificación o incremento de una región del DNA mitocondrial o 
nuclear por medio de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, de “Polymerase Chain Reaction”) 
empleando cebadores “universales”. Esta técnica es muy utilizada debido a su especificidad, eficacia y 
sencillez, ya que con ella se puede amplificar un segmento determinado de DNA que en menos de tres 
horas rinde una cantidad importante de dicho segmento (en “teoría”, a partir de una molécula de DNA 
bicatenario se pueden obtener más de mil millones de segmentos de esa región de DNA). 

En muchos casos, se procede a secuenciar directamente el DNA a partir de los productos de PCR. Las	
secuencias de DNA, y más en concreto las de DNA mitocondrial (mtDNA) se están usando para la 
identificación de especies, para su clasificación y para la reconstrucción de sus relaciones filogenéticas. A 
principios del siglo se propuso la secuenciación de un segmento del gen mitocondrial de la enzima 
citocromo c oxidasa I (COI), de unos 700 pares de bases (pb), en todos los animales para construir una 
“genoteca” (como una “biblioteca” de genes, en vez de libros) de “etiquetas de DNA” a modo de “códigos 
de barras” genéticos de los seres vivos (“DNA barcodes”). Esta información se esta almacenando en 
distintas “bases de datos” públicas internacionales. El proceso total es relativamente sencillo: Se obtiene el 
DNA de una pequeña muestra de tejido, se realiza una PCR del segmento de DNA elegido, se secuencia 
directamente el producto de la PCR, y se remiten los resultados a la “base de datos”.  

Un método alternativo, más simple a la secuenciación directa de productos de PCR, y que se ha aplicado 
en peces, consiste en digerir (cortar) los segmentos de DNA amplificados con unas “enzimas de 
restricción” que reconocen unas secuencias determinadas de DNA (secuencias diana) y cortan las dos 
cadenas del DNA (bicatenario) por esa secuencia precisamente. Los distintos fragmentos generados en 
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cada especie se pueden visualizar mediante una electroforesis de dicho conjunto de fragmentos (RFLP, de 
“Restriction Fragment Length Polymorphism”). A la técnica que combina la PCR con la aplicación de 
enzimas de restricción (RFLP) se le denomina PCR-RFLP. 

En este trabajo se aplicó la técnica PCR-RFLP a un segmento del gen mitocondrial citocromo oxidasa I 
(COI) de 704 pb en dos especies de lenguados morfológicamente muy parecidas, el lenguado común, 
Solea solea (o S. vulgaris) y el lenguado pinto (S. senegalensis). 

A partir de varios individuos de ambas especies de lenguados procedentes de diversos mercados y 
pescaderías de Vigo, y previamente identificados por sus características morfológicas, se obtuvieron 
pequeñas porciones de tejido muscular que se sometieron a un proceso de extracción de DNA total 
(genómico).  

A continuación, y a partir del DNA extraído se realizó una amplificación mediante PCR de un segmento 
de 704 pares de bases del gen mitocondrial del citocromo oxidasa I utilizando los cebadores FishF1 
(cebador directo) y FishR2 (cebador reverso), precisamente el segmento elegido en el magno proyecto 
“código de barras de DNA”.  

Una vez comprobado el éxito de la PCR por una electroforesis en gel de agarosa, se procedió a aplicar las 
enzimas de restricción seleccionadas a los productos de PCR. Previamente, se habian estudiado las 
posiciones de las secuencias diana de varias enzimas de restricción en las secuencias de DNA de ambas 
especies de lenguados (depositadas en las Bases de Datos internacionales y también en las obtenidas por 
nosotros) para averiguar la capacidad diagnóstica de los mismos, es decir, para inferir los distintos 
patrones electroforéticos de cada especie y seleccionar aquellas enzimas que poseyeran unos patrones 
diferentes y más adecuados en las condiciones habituales de electroforesis. Se eligieron 6 enzimas (AluI, 
HaeIII, HapII, HinfI, MaeI y NciI) que cortaban las secuencias de DNA del segmento del COI 
amplificado de manera que los patrones electroforéticos de restricción eran claramente diferentes en 
ambas especies de Solea. La migración electroforética submarina en gel de agarosa al 2,5%, de los 
productos de PCR digeridos con dichas enzimas de restricción mostró una diagnosis completa de los 
patrones electroforéticos clara y segura entre ambas especies de lenguados para las seis enzimas de 
restricción ensayadas (ver Figura 1 para la enzima NciI). 

 

Figura 1. Patrón electroforético de restricción (en 
negativo) de los productos de PCR de 704 pb del 
citocromo oxidasa I de individuos de Solea solea 
(Sv) y S. senegalensis (Ss) con el enzima de 
restricción NciI. MW= marcador de pesos 
moleculares de 100 bp, que contiene una mezcla de 
fragmentos de DNA en intervalos de 100 pb de 
tamaño (se indican los de 100, 300 y 800 pb); Sv = S. 
solea (S. vulgaris); Ss = S. senegalensis. Nótese que 
los fragmentos menores de 70 pb no se visualizan 
bien en el gel de agarosa y por tanto no se tomaron en 
consideración. 
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INTRODUCCIÓN 

Los productos pesqueros han visto como aumentaba su popularidad a lo largo de los últimos 
años. Debido a la creciente demanda de estos productos en todo el mundo (Ministerio de 
Agricultura y Pesca, Alimentación y Medioambiente, 2017 y 2019), es muy común el procesado 
de su carne en forma de filetes refrigerados o congelados.  

Esto facilita la equivocación en su identificación, lo que puede derivar en un fraude al poner a la 
venta especies más baratas al precio de otras más caras (Pappalardo y Ferrito, 2015), como por 
ejemplo poner a la venta especies provenientes de cultivo, generalmente más baratas, al precio de 
especies provenientes de la pesca, generalmente más caras. Es el caso de muchas especies como 
las de la familia lophiidae (Sanjuan, Raposo-Guillán, y Comesaña, 2002), la familia salmonidae 
(Muñoz y cols., 2019) y la familia soleidae (Herrero y col., 2011), entre muchas otras. 

A lo largo de estos años se han desarrollado distintos métodos analíticos para la autentificación 
de especies pesqueras. Los progresos en la biología molecular han permitido el desarrollo de 
métodos utilizando DNA en vez de proteínas, ya que el DNA es la biomolécula portadora de la 
información genética de los seres vivos. La mayor parte de estos métodos se basan en la técnica 
de PCR (del inglés “Polymerase Chain Reaction”) o Reacción en Cadena de la Polimerasa. Esta 
técnica es muy utilizada debido a su especificidad, eficacia, sencillez y rendimiento, ya que con 
ella se puede amplificar un segmento determinado de DNA en cantidades masivas (en “teoría”, a 
partir de una molécula de DNA bicatenario se pueden obtener más de mil millones de segmentos 
de esa región de DNA en menos de tres horas). Gracias a esta técnica se puede producir 
suficiente ADN de un segmento determinado para que pueda analizarse o usarse de alguna otra 
manera. Por ejemplo, el ADN amplificado por PCR se puede secuenciar, visualizar 
por electroforesis en gel o clonar en un plásmido para otros experimentos. 

En muchos casos, se procede a secuenciar directamente el DNA a partir de los productos de PCR 
(Bartlett y Davidson, 2011; Pepe y cols., 2005; Matsunaga y cols., 1999). Estas secuencias de 
DNA, y mas en concreto las de DNA mitocondrial (mtDNA) se utilizan hoy en día para la 
identificación de especies. A principios del siglo se propuso la secuenciación de un segmento del 
gen mitocondrial citocromo oxidasa I (COI), de unos 700 pares de bases (pb), para construir una 
base de datos pública e internacional de DNA con la que poder identificar a los animales. Para 
ello se escogió un gen mitocondrial, ya que estos, a diferencia de los genes nucleares, carecen de 
intrones y presentan una frecuencia muy baja de recombinación (Hebert y cols., 2003a). Además, 
las inserciones y deleciones son poco comunes en los genes mitocondriales que codifican para 
proteínas, siendo estos últimos más fáciles de alinear (Hebert y cols., 2003a). De todos los genes 
mitocondriales que codifican para proteínas, Hebert y cols., los pioneros en el proyecto del DNA 
barcode, propusieron utilizar el gen citocromo c oxidasa I (COI) como DNA barcode para 
animales por dos motivos: por un lado, la disponibilidad de cebadores universales que hacen 
posible la amplificación del gen COI en un amplio espectro de filos y por otro lado, el porcentaje 
de sustitución nucleotídica en este gen es suficientemente alto como para distinguir entre especies 
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estrechamente relacionadas en todos los grupos de animales (excepto en cnidarios) (Hebert y 
cols., 2003b).  

Sin embargo, otra técnica utilizada para identificar genéticamente especies es la denominada 
técnica de PCR-RCLP, que supone la digestión con enzimas de restricción de los productos de 
PCR, lo que genera una serie de fragmentos diferentes según la secuencia de DNA (análisis de 
polimorfismos de la longitud de fragmentos de restricción o RFLP). Esta técnica es más rápida y 
sencilla que la secuenciación, por lo que es ideal para laboratorios de bajo presupuesto. 

Por ello, el objetivo de esta comunicación consistió en utilizar la técnica de PCR-RFLP para 
identificar genéticamente los productos pesqueros procesados en forma filetes refrigerados o 
congelados de las especies Solea solea y S. senegalensis, ya que su correcta identificación es un 
factor clave para la prevención de posibles sustituciones intencionadas (fraude) o no 
intencionadas a la hora de su venta (Mackie y cols.,1999). 

FUNDAMENTO TEÓRICO Y METODOLÓGICO 

Extracción de DNA y PCR 

El DNA se extrajo a partir de tejido muscular de los individuos, bien a partir de tejido fresco o 
del tejido conservado en etanol. Del tejido se tomó una pequeña sección que se colocó en un 
portaobjetos limpio y esterilizado. Se retiraron las zonas que estaban en contacto directo con el 
etanol y se utilizó la porción más interna del tejido. La cantidad utilizada ha de ser de entre 20 y 
200 mg por muestra. Para su extracción se siguió el método de extracción de DNA con solventes 
orgánicos (Orfao A. y cols., 2015). 

Se empleó la técnica de PCR (“Reacción en Cadena de la Polimerasa”) para amplificar e 
incrementar de forma específica (en función de los cebadores utilizados) un segmento de DNA.  

La PCR es muy utilizada actualmente debido a su sencillez, especificidad, y rendimiento ya que 
en muy poco tiempo y a partir de una única molécula de DNA se pueden obtener una gran 
cantidad de moléculas. Esta técnica consta de tres etapas diferentes. La primera es una etapa de 
desnaturalización del DNA, en la que se rompen los enlaces por puentes de hidrógeno, lo que 
provoca que el DNA pase de estado bicatenario a estado monocatenario. La segunda etapa está 
dividida en tres fases diferentes: una de desnaturalización de DNA, igual que la anterior; una de 
hibridación, en la que los cebadores se unen a la cadena correspondiente de DNA y una última de 
síntesis de DNA, en la que la Taq polimerasa va añadiendo los distintos nucleótidos a la cadena 
de DNA. Esta etapa se repite tantas veces como sea necesario. Finalmente se produce una etapa 
de síntesis final en la que se deja tiempo suficiente para que la Taq polimerasa termine de 
sintetizar los fragmentos más pequeños que pueden haber quedado sin completar. 
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Figura 2. Esquema general de la segunda 
etapa de la PCR con sus tres fases: La 
primera fase de desnaturalización de DNA a 
94 ºC durante un minuto aproximadamente, 
en la que el DNA pasa de estado bicatenario 
a estado monocatenario, la segunda fase de 
hibridación a 54 ºC durante un minuto 
aproximadamente, en la que los cebadores se 
unen a la cadena correspondiente de DNA y 
una última fase de síntesis de DNA a 72 ºC 
durante un minuto aproximadamente, en la 
que la Taq polimerasa añade los distintos 
nucleótidos a la cadena de DNA (Blog de 
Laboratorio, 2009). 

Con el fin de comprobar si había tenido lugar la amplificación del segmento de DNA 
mitocondrial de cada muestra se ha de realizar una migración electroforética submarina en gel de 
agarosa, tras lo cual se puede proceder a su visualización. Una vez se ha comprobado que la PCR 
ha tenido lugar con éxito, se aplica la técnica de PCR-RFLP.  

PCR-RFLP  

La técnica de PCR-RFLP se basa en la acción de unos enzimas denominados enzimas de 
restricción, los cuales son endonucleasas que reconocen una secuencia específica de nucleótidos 
(diana de restricción) y cortan la cadena de DNA en esa zona. Esta técnica se basa en la 
presencia-ausencia de la secuencia diana de estos enzimas en las secuencias de DNA, con lo que 
se generan fragmentos de distinta longitud. Al hacerlas migrar en un gel de agarosa, estas migran 
de manera diferente en función del tamaño, lo que genera patrones de restricción diferentes.  

Con las secuencias de los individuos de las bases de datos internacionales y algunas secuenciadas 
en el propio laboratorio, se han de indagar los patrones de corte de distintas enzimas de 
restricción y se han de seleccionar aquellos enzimas con las que se obtengan fragmentos de 
distinta longitud en las especies a estudiar y cuya diferencia resulte suficiente como para poder 
distinguirlas en un gel de agarosa.  

Una vez seleccionados los enzimas de restricción se añaden a las muestras y se dejan incubar los 
productos de PCR con los enzimas de restricción 20 h a 37 ºC, para que los enzimas tengan 
tiempo suficiente para digerir los amplicones. Para que las enzimas digieran el DNA, es necesario 
la adición de un “cocktail” de digestión constituido por el enzima de restricción pertinente, una 
disolución tamponadora, característica de cada enzima, y agua destilada. Finalmente se carga el 
producto de PCR digerido por los enzimas de digestión en un gel de agarosa al 2,5% y se realiza 
otra migración electroforética para proceder finalmente a su visualización.  
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Con esta técnica, se visualizan patrones diferentes en las longitudes de los fragmentos de DNA en 
función de la especie, en función de los enzimas de restricción utilizados. Sin embargo un 
problema fundamental de esta técnica es la posible variación intraespecífica que afecte de manera 
directa a las dianas de restricción, tanto añadiendo como eliminando dianas de restricción 
(Sanjuan y Comesaña, 2002). Debido a ello se recomienda en casos prácticos de identificación o 
autentificación emplear un mínimo de 2 enzimas de restricción (lo ideal sería utilizar 4 enzimas 
distintos). 

ESTUDIO DE CASO 

Se estudiaron individuos de lenguados de las especies lenguado común, Solea solea (Linnaeus, 
1758) (sinónimo S. vulgaris Quensel, 1806) y lenguado senegalés o lenguado pinto, S. 
senegalensis Kaup, 1858. Las muestras se obtuvieron en distintos mercados y pescaderías de 
Vigo (Galicia) como el Mercado Progreso, (Rúa do Progreso 28) y el Mercado Travesas, (Rúa 
Espedrigada 7). Para su identificación, se recurrió a características morfológicas diagnósticas 
existentes entre ambas especies, como son la pigmentación negra en forma de mancha compacta 
existente en la punta de la aleta pectoral de la cara ocular en S. solea, mientras que S. 
senegalensis posee una coloración negra sólo en las membranas interradiales longitudinales de 
esa aleta (FAO, 2019) (Figura 3).  

 

Solea solea                                                                            Solea senegalensis 

Figura 3. Diagramas de la cara ocular de las especies S. solea (FAO, 2019) y S. senegalensis (Sá, 
2016). Se aprecian dos de sus características morfológicas externas diagnósticas entre ambas 
especies de modo que S. solea presenta la aleta pectoral de la cara ocular con una mancha negra 
en el extremo exterior de la misma, mientras S. senegalensis posee una coloración negra sólo en 
las membranas interradiales de la misma (FAO, 2019). Además, la aleta dorsal de S. solea no 
presenta las manchas oscuras longitudinales cada 6- 7 radios, que se presenta en forma de rayas 
longitudinales a lo largo de la aleta, típicas de S. senegalensis (FAO, 2019). 

Los individuos frescos (refrigerados) se transportaron al laboratorio, donde se diseccionaron y se 
conservaron los fragmentos del tejido muscular en tubos estériles etiquetados y con etanol al 70-
90% y en el congelador a -20 ºC hasta su análisis. 

Se amplificó por PCR un segmento de 704 pb del gen citocromo oxidasa I. Se ha escogido este 
gen en concreto por formar parte del proyecto DNA barcode, proyecto propuesto a principios de 



	 7	

siglo que consiste en la creación de una base de datos internacional con las secuencias de un 
segmento de aproximadamente 700 pb del citocromo oxidasa I que funcione a modo de “código 
de barras” con el que poder identificar  a todas las especies.  

Este gen fue muy estudiado y utilizado para este proyecto, llegando a la conclusión de ser uno de 
los mejores para la diferenciación de especies marinas (Ward y cols., 2005; Lobo y cols., 2013; 
Keskin E. y Atar H., 2013; Altamirano-Benavides M. y Yánez M., 2016; Smith y cols., 2008) 
debido a que el porcentaje de sustitución nucleotídica en este gen es suficientemente alto como 
para distinguir entre especies muy similares entre sí. Otra ventaja de este gen es la disponibilidad 
de cebadores universales para el mismo, (Ivanova y cols., 2007) como son los cebadores FishF1, 
y FishR2 (Ward y col., 2005). Estos cebadores se diseñaron para ser universales en vertebrados y 
son utilizados sobre todo en peces (de ahí su nombre).  

Las condiciones de la PCR para estos cebadores fueron las siguientes: ciclo de desnaturalización 
inicial a 94 ºC durante 5 min, seguido de 35 ciclos con una temperatura de desnaturalización de 
94 ºC durante 35 s, una temperatura de emparejamiento de los cebadores de 52 ºC durante 35 s y 
una temperatura de síntesis de 72 ºC durante 1 min, con una fase de síntesis final de 72 ºC 
durante 7 min y un posterior mantenimiento de las muestras a 4 ºC (Ward y cols., 2005). 

A continuación, se comprobó mediante electroforesis submarina en gel de agarosa al 2% el 
correcto funcionamiento de la PCR. Para ello, primero se preparó un gel de agarosa al 2% al que 
se le añadió una disolución de “GreenSafe Premium”. Posteriormente se procedió al cargado de 
las muestras en el gel añadiendo a cada muestras una disolución de carga que contiene colorantes, 
para hacer un seguimiento de la velocidad de la migración electroforética y sacarosa o glicerol, 
que se une al DNA y facilita que este vaya hasta el fondo del pocillo y que no quede flotando en 
la disolución de TBE. 

Finalmente se conectó la cubeta de electroforesis a la fuente de alimentación y se dejó que el 
DNA migrara hacia el polo positivo a un voltaje constante de 100-120 V durante 30-40 min 
aproximadamente. El tiempo de espera varía con el voltaje, es decir, a mayor voltaje menor 
tiempo de espera. Esto ha de hacerse con precaución, ya que si se somete a demasiado voltaje el 
DNA no migrará de forma homogénea, sino que formará bandas curvadas. 

Una vez el DNA ha migrado, se puede examinar el gel utilizando un transiluminador horizontal 
de luz UV, ya que el GreenSafe Premium absorbe radiación UV y emite una luz visible verdosa 
que se intensifica al unirse al DNA, lo que permite visionar el DNA y observar cuanto ha 
migrado cada uno de los productos de PCR, con lo que, comparándolo con la migración de los 
fragmentos del marcador de pesos moleculares, de tamaño conocido, se puede estimar el tamaño 
aproximado de los productos de PCR. 

Con el transiluminador horizontal de UV se visualizaron las bandas de DNA de los individuos 
ubicadas a la altura del fragmento de 700 pb del marcador de pesos moleculares de 100 pb, lo que 
confirmó que los productos de PCR se amplificaron con una banda definida y con la longitud 
esperada de 704 pb, con lo que se puede deducir que la PCR había funcionado correctamente. 
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A partir de las diferencias entre las secuencias de ambas especies, se estudiaron los haplotipos 
derivados de cortar las secuencias con diversas enzimas de restricción, atendiendo a la presencia-
ausencia de su secuencia diana y a generar fragmentos de restricción que distinguieran 
claramente ambas especies de lenguado (Figura 4).  

Figura 4. Fragmento de las diferentes secuencias de mtDNA alineadas de las regiones 
amplificadas del citocromo oxidasa I de 704 pb para 3 individuos de Solea solea y 1 de S. 
senegalensis, así como las secuencias previamente publicadas en el NCBI. La primera secuencia 
de DNA contiene el nombre de la especie; dos letras que indican su origen (CV=comercial Vigo, 
GB=GenBank); el número indica el individuo. Los puntos indican el mismo nucleótido que la 
primera secuencia de DNA y las letras subrayadas indican las dianas de corte de los enzimas.  

Una vez seleccionados los enzimas se añadieron a las muestras y se dejaron incubar los productos 
de PCR con los enzimas de restricción 20 h a 37 ºC, para que los enzimas tuvieran tiempo 
suficiente para digerir los amplicones. Finalmente se cargaron en un gel de agarosa al 2,5% y se 
realizó otra migración electroforética. En la Tabla 1 se encuentran los fragmentos generados en la 
digestión de cada enzima de restricción y se puede comprobar como se corresponden con lo 
obtenido en la Figura 5.  

Tabla 1. Patrones electroforéticos de restricción inferidos de las secuencias de DNA del segmento 
de citocromo oxidasa I de Solea solea y S. senegalensis para las enzimas de restricción (ER) AluI 
y NciI, con las longitudes esperadas de los fragmentos mostrados en el sentido 5´a 3´ de la 
secuencia de DNA para cada una de los enzimas de restricción utilizadas. La flecha (↓) indica el 
lugar de corte del enzima, S=guanina o citosina. Los números en negrita indican diferencias 
visibles en la longitud de los fragmentos de ambas especies.  
 

ER 
Secuencia 

diana 

Fragmentos en  

S. solea 

Fragmentos en  

S. senegalensis 

AluI AG↓CT 52, 39, 492, 121 
52, 39, 187, 305, 

121 

NciI CC↓SGG 107, 229, 6, 303, 59  107, 597 
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Los fragmentos derivados de la digestión restrictiva de la enzima NciI en S. solea tienen una 
longitud de 107, 229, 6, 303 y 59 pb mientras que en S. senegalensis tienen una longitud de 107 y 
597 pb. Esta enzima de restricción posee una capacidad diagnóstica muy fuerte en estas especies, 
ya que con un simple golpe de vista se distingue claramente el patrón de bandas debido a los 
fragmentos de longitud de 303 y 229 pb por un lado y 597 pb por el otro (Figura 5 B). Otro buen 
ejemplo son los fragmentos derivados de la digestión restrictiva de la enzima AluI, que en S. 
solea tienen una longitud de 52, 39, 492 y 121 pb mientras que en S. senegalensis tienen una 
longitud de 52, 39, 187, 305 y 121 pb. Esta enzima de restricción también posee una capacidad 
diagnóstica muy fuerte, aunque menor que el enzima anteriormente mencionado debido a que los 
fragmentos diferenciadores son más parecidos que en el caso anterior (492 pb por un lado y 187 y 
305 pb por el otro) (Figura 5 A).  

El enzima de restricción con mayor capacidad diagnóstica, es decir, con la que mejor se 
diferencian estas especies es NciI, enzima que presenta la mayor diferencia entre los haplotipos 
de ambas especies, siendo estos de 107, 229, 6, 303 y 59 pb para los individuos de S. solea y de 
107 y 597 pb para los individuos de la especie S. senegalensis, y por tanto existe una banda en 
común en ambas especies (107 pb) y 2 claramente diferentes en ambas (229 y 303 pb en S. solea 
y 597 pb en S. senegalensis) (Figura 5 B). 

A) AluI                                                            B) NciI 

         

Figura 5. Patrones electroforéticos de restricción (en negativo) de los productos de PCR de 704 
pb del citocromo oxidasa I de individuos de Solea solea (Sv) y S. senegalensis (Ss) con los 
enzimas de restricción AluI(A) y NciI(B). MW, marcador de pesos moleculares de 100 pb, Sv=S. 
solea (S. vulgaris); Ss=S. senegalensis. Los haplotipos resultantes son los correspondientes a la 
Tabla 1. 

Uno de los principales problemas de esta metodología es la posible variación intraespecífica que 
afecte de manera directa a las dianas de restricción, tanto al añadir dianas de restricción nuevas 
como al eliminar las ya presentes (Sanjuan y Comesaña, 2002). Debido a ello se recomienda en 
casos prácticos de identificación o autentificación emplear un mínimo de 2 enzimas de restricción 
(lo ideal sería utilizar 4 enzimas distintos) para solventar la presencia de variantes naturales no 
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detectadas previamente que afecten a las dianas de restricción empleadas. El incremento de 
secuencias en las bases internacionales de datos permitirá ir conociendo el grado de polimorfismo 
de cada especie, consecuentemente, aquellas que afecten a las dianas de restricción usadas para 
este caso (Sanjuan, Raposo-Guillán, y Comesaña, 2002). 

Estos resultados de PCR-RFLP permiten asignar fehacientemente productos de estas 2 especies 
de lenguado a una determinada, sin necesidad de realizar una secuenciación de DNA. 

CONCLUSIONES 

La técnica de PCR-RFLP (digestión con enzimas de restricción de productos de PCR) descrita en 
esta comunicación identifica genéticamente productos pesqueros procesados de 2 especies de 
lenguados, Solea solea y S. senegalensis de forma relativamente rápida, precisa y fiable. 

La técnica de PCR-RFLP resulta ser un método más rápido y sencillo que la secuenciación de 
DNA. Además, no precisa un equipamiento muy especializado ni personal altamente cualificado 
para reproducirlo, por lo que es ideal para laboratorios de pequeñas o incluso medianas empresas 
y servicios de identificación de especies de grupos ecologistas.  
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