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Resumen

Este trabajo recoge los actuales avances sobre el desarrollo de
sondas moleculares para la hibridacion fluorescente in situ (FISH) y PCR en
tiempo real como métodos de deteccion de Pseudo-nitzschia delicatissima.

Introduccion

Dentro del género Pseudo-nitzschia de diatomeas se encuentran
algunas especies asociadas a la produccion de acido domoico, toxina
responsable del envenenamiento amnésico por mariscos (ASP). Aunque
algunas especies pertenecientes a este género tales como P. pungens, P.
fraudulenta, P. multistriata, P. delicatissima y P. calliantha ya han sido
detectadas a lo largo de la costa catalana y aunque sean productoras
potenciales de 4cido domoico, hasta la fecha no ha habido presencia ni de
envenenamiento amnésico por mariscos ni de toxinas amnésicas en
moluscos en esta zona.

La identificacion de este género puede realizarse por medio de la
microscopia Optica normal, sin embargo, la discriminacion entre las especies
a menudo requiere la observacion de caracteres morfoldgicos por medio de
la microscopia electronica. Debido a esto, se han desarrollado algunos
métodos alternativos de identificacidn, como es el caso de los métodos
moleculares que constituyen valiosas herramientas para la rapida
identificacion de algas potencialmente toxicas. De hecho, ya se recurre a
sondas especie-especificas para la identificacion de algunas especies de
Pseudo-nitzschia en norte América [1].

Un primer paso en el desarrollo de las herramientas moleculares para
la identificaciéon de una especie diana supone diferenciar las regiones
conservadas de las multiples secuencias variables del ADN, lo cual requiere
el conocimiento de la diversidad molecular de una especie en particular
dentro de la misma zona geogréfica. Por lo tanto las sondas desarrolladas
para las especies de Pseudo-nitzschia norte americanas [1] pueden no tener
un buen resultado con las especies locales en Europa.
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La deteccion especifica del fitoplancton puede realizarse utilizando
métodos moleculares como la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) en
tiempo real o la técnica de hibridacion in situ. Obtener las secuencias diana
Optimas para los oligonucledtidos es un paso necesario en ensayos de
deteccion especie-especificos ADN/ADN o ARN/ADN. En este trabajo se
presentan nuestros resultados preliminares en el desarrollo de
oligonucleotidos para la hibridacion fluorescente in situ (FISH) y 1la PCR en
tiempo real como métodos alternativos de deteccion de Pseudo-nitzschia.

Métodos

Cultivos. Células de P. delicatissima fueron aisladas a partir de
muestras de campo provenientes del Delta del Ebro, Espafia, durante el
invierno 2005-2006. Los cultivos se mantuvieron a 16° C con un
fotoperiodo de 12:12 (L:D) en medio f/2 con silicatos [2].

Microscopia. Las células de Pseudo-nitzschia aisladas fueron
preparadas [3] y examinadas morfoldégicamente utilizando un microscopio
electrénico de barrido (Hitachi S-3500N). Para la microscopia electronica de
transmision, algunas gotas del material libre de materia organica fueron
depositadas sobre filtros de policarbonato, recubiertas con oro-paladio y
observadas con un microscopio Hitachi H800.

Extraccion ADN, clonaje y secuenciacion. Las extracciones de ADN
fueron realizadas utilizando un DNeasy® Plant Kit de Qiagen y las regiones
ITS1, 5.8S y ITS2 fueron amplificadas por PCR utilizando los cebadores
MicroSSU (5-TGAACCTGCGGAAGGATC-3") y Dino E (5-CCKST
TCAYTCGCCRTTAC- 3"). Los amplicones resultantes fueron clonados y
secuenciados.

Analisis de las secuencias. Las secuencias de Pseudo-nitzschia
depositadas en el GenBank y aquellas obtenidas en este estudio fueron
utilizadas para los andlisis. Las secuencias fueron alineadas empleando los
programas BioEdit y ClustalW.

Sondas. Las sondas de oligonucledtidos fueron disenadas analizando
los alineamientos de las secuencias de Pseudo-nitzschia para que
reconocieran las regiones de ARN especie-especificas de P. delicatissima
(Pdell, PdelRa2 y PdelRa3).

Técnica de hibridacion “Whole-cell Hybridisation”. Las sondas
UniC (5'-GWATTACCGCGGCKGCTG-3") [4], Pdell (5'-CCAACGAAA
CCCAAGCAAAG-3") [5] y UniR (5'- CAGCMGCCGCGGTAATWC-3")
fueron marcadas en la extremidad 5" con fluoresceina para ser utilizadas en
ensayos FISH [1]. Los cultivos clonales de P. delicatissima fueron
hibridados con las sondas Pdell, UniC (control positivo) y UniR (control
negativo) y observados mediante microscopia de epifluorescencia.

PCR en tiempo real. Los cebadores fueron disefiados utilizando el
programa PrimerExpress. La PCR en tiempo real fue realizada en una Real-
Time PCR system 7300 (Applied Biosystem). La optimizacion del ensayo
fue realizada utilizando un pldsmido ADN que contenia la regién ITS1-
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5.8S5-ITS2 del ADNr como molde. Una matriz de pruebas cruzadas
utilizando todos los cebadores especie-especificos con todos los clones de
ADNr fue realizada a intervalos de 2° C desde 60° C hasta 70°C con el fin de
eliminar cualquier reaccion no especifica entre cebadores y clones de ADNr
de las especies no diana (datos no presentados). La especificidad de PdelRa2
y PdelRa3 fue probada en ensayos con la PCR en tiempo real utilizando
plasmidos que contenian las secuencias ITS1-5.8S-ITS2 del ADNr de varias
especies de fitoplancton y con ADN gendmico extraido de las cepas P.
delicatissima.

Resultados

Cuatro cultivos clonales no axénicos de Pseudo-nitzschia
delicatissima aisladas del Delta del Ebro, llamadas clones A4, D3, Ra2 y
Ra3 fueron utilizadas en este estudio (Tabla 1). Basandose en la microscopia
electrénica [6] estas cepas fueron identificadas como P. delicatissima [5].
La amplificaciéon de la region ITS por medio de la PCR generd una
secuencia inequivoca con una longitud promedio de 879 nucledtidos. La
identificacion de las especies fue apoyada por el andlisis de estas secuencias.

Especie (cepa) Fecha de Origen Numero
aislamiento de acceso
GenBank

P. delicatissima (A4) 23/02/06 Bahia de Alfacs, delta del Ebro DQ530625
P. delicatissima (D3) 20/02/06 Bahia de Fangar, delta del Ebro DQ530622
P. delicatissima (Ra2) 29/03/05 Puerto de Sant Carles de la Rapita DQ990362
P. delicatissima (Ra3) 29/03/05 Puerto de Sant Carles de la Rapita 1DQ990363

Tabla 1. Fecha de aislamiento, origen y accession number de las cepas utilizadas en este
estudio.

Las regiones mas convenientes para disefiar sondas/cebadores fueron
identificadas a partir de los alineamientos obtenidos utilizando los
programas CrustalW y BioEdit con las secuencias depositadas en el
GenBank y aquellas obtenidas en este estudio. Dentro de estas regiones
seleccionadas, no se pudo encontrar una region conservada en las multiples
secuencias variables de P. delicatissima (Fig.1).

Los analisis de las secuencias de 879 pb revelaron una gran similitud
entre los clones de P. delicatissima A4, D3y Ra2 (>99 %). La secuencia del
clon Ra3 presenté una mayor divergencia con respecto a aquellas de los
clones Ra2, A4y D3 (81-82% de similitud) (Tabla 2).
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Figura 1. Posicion y secuencias de las sondas de oligonucledtidos especificas para P.

delicatissima.
D3 Ra2 Ra3
A4 0,9986979 0,9973958 0,8218054
D3 0,9986962 0,8206331
Ra2 0,8194607

Tabla 2. Similitud entre las cepas de P. delicatissima (Identities).

Se desarrollaron sondas especie-especificas para la identificacion de P.
delicatissima del Delta del Ebro, dos entre ellas dirigidas a tres clones y una
dirigida especificamente a Ra3. Los resultados preliminares con el clon P.
delicatissima A4 mostraron una hibridacion con la sonda Pdell. Sin
embargo, las pruebas positivas con FISH no revelaron senales de
fluorescencia ni altas ni homogéneas. Adicionalmente, no se observo ningiin
marcaje al utilizar el clon P. delicatissima D3 con esta sonda. Ningun
marcaje fluorescente pudo ser observado al exponer los clones de P.
delicatissima a las sondas negativas, mientras que la sonda positiva marco
las células. Las imagenes de las pruebas realizadas con FISH con el clon A4
estan presentadas en la Fig. 2.

Por otra parte, la PCR en tiempo real utilizando los cebadores
PdelRa2 y PdelRa3 mostré una hibridacién con sus respectivas secuencias
diana utilizando un pldsmido ADN como molde (Fig. 3). Resultados
similares se obtuvieron al utilizar el cebador PdelRa2 con ADN genomico
de P. delicatissima o con una mezcla de plasmidos ADN que contenian
secuencias ADNr de varias especies de Pseudo-nitzschia (P. calliantha, P.
fraudulenta, P. multistriata, P. pungens, clon P. delicatissima Ra3) y
Protoceratium reticulatum, que cuando se utilizo un plasmido ADN
conteniendo secuencias ADNr de P. delicatissima como molde.
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Figura 2. Imagenes de FISH de las pruebas de hibridacion del clon P. delicatissima A4 con
la sonda Pdell (A) P. delicatissima-especifica, la sonda universal UniC (B) como control
positivo y la sonda UniR (C) como control negativo.
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Figura 3. PCR en tiempo real. Curvas de disociacion obtenidas utilizando (A): el cebador
PdelRa2 con un plasmido ADN conteniendo secuencias ADNr del clon P. delicatissima
Ra2; (B): Plasmido de ADN conteniendo secuencias ADNr del clon de la cepa Ra3
amplificado usando el cebador especifico para Ra3; el cebador PdelRa2 con (C): ADN
genomico del clon P. delicatissima Ra2 y el plasmido correspondiente; (D): una mezcla de
plasmidos conteniendo secuencias ADNr de 23 cepas pertenecientes a 6 especies.
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Discusion

Sondas especie-especificas dirigidas a P. delicatissima desarrolladas
en Norte America [1] presentan diferencias de al menos una base con las
secuencias LSU de las cepas de Pseudo-nitzschia aisladas en el delta del
Ebro (datos no presentados). Debido a esto, se diseharon los
oligonucleotidos Pdell, PdelRa2 y PdelRa3 especificos de los clones
aislados en la costa catalana. De las cuatro secuencias obtenidas a partir de
los clones aislados provenientes del Delta del Ebro, una entre ellas (clon
Ra3) presentd una gran divergencia con respecto a las demas. Ninguna
region conveniente en la region ITS de P. delicatissima pudo encontrarse
para el desarrollo de un oligonucledtido especifico para los cuatro clones.
Sin embargo, se disefiaron dos oligonucleétidos dirigidos a los clones P.
delicatissima A4, D3 y Ra3 y otra dirigida al clon Ra3. Los
oligonucle6tidos PdelRa2 y PdelRa3 mostraron ser especificas de las
secuencias diana en las pruebas de PCR en tiempo real al utilizar una
mezcla de plasmidos ADN conteniendo las secuencias de varias especies de
Pseudo-nitzschia y aquellas de otras especies de fitoplancton como molde.
El siguiente paso sera utilizar estas dos sondas en combinacion para la
deteccion de todas las variantes de P. delicatissima utilizando ADN extraido
de muestras de campo.

La sefal débil observada en la hibridacion in sifu de la sonda Pdell
con el clon A4 puede indicar que esta sonda tiene problemas para acceder a
su secuencia diana o que las células contienen una cantidad de ARNr muy
bajo. El contenido del ARNr de nuestros cultivos de Pseudo-nitzschia
parece ser relativamente bajo haciendo dificil su deteccidn con marcaje
fluorescente. De hecho, una leve disminucion de la cantidad del ARNr en
las células de diferentes cultivos conlleva a un marcaje restringido lo cual
podria explicar la ausencia de marcaje observado en algunas de las cepas
cuando son marcadas con su sonda especifica. No se puede negar que la
afinidad de unién entre las sondas y las secuencias diana sea débil. La
hibridacién in situ requiere un emparejamiento de bases estable entre la
sonda de oligonucleétidos y la secuencia diana de ARN. En el momento de
disenar los oligonucleétidos anti-sentido (oligdmeros) que se uniran con alta
afinidad, es conveniente considerar la estructura de la hebra del ARN diana.
El incremento de la energia requerida para romper los enlaces
intramoleculares de la estructura secundaria reduce la eficiencia de la union
de la sonda. Sin embargo, la optimizacion de la eficiencia de uniéon de las
sondas y/o de la permeabilidad de la membrana celular puede conseguirse al
alterarse las condiciones de hibridacidén. Adicionalmente, la seleccion de las
sondas basandose en criterios termodindmicos para obtener una alta afinidad
con la secuencia diana puede ser util al reducir el largo proceso de probar
varias sondas para una hibridacion eficiente con el ARN [7,8].

En conclusion, el protocolo para la hibridacion in situ alin necesita
ser optimizado en términos de eficiencia de la union de la sonda, ademas,
estas sondas moleculares deben ser probadas con un mayor nimero de
especies de Pseudo-nitzschia tanto de cultivos como de muestras de campo
e igualmente con especies de microalgas no relacionadas para determinar las
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reacciones cruzadas. La secuenciacion de clones adicionales de Pseudo-
nitzschia provenientes de aguas catalanas se esta llevando a cabo
actualmente para obtener la diversidad molecular y desarrollar
oligonucleotidos especificos para la deteccion de una variedad mas amplia
de especies de Pseudo-nitzschia.
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