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DETEGCIONIPORIGP. E MICROA
| Centro de IRTA en Sant Carlé la Rapita lleva realiz:

ocivas  de la costa catalana durante casi 20 afio§™"En un proyecto de
se utiliz6 microscopia electrénica p.“el estudio de detalle en

ero Pseudo- mtzsm?stinado a obtener un inventario exhaustivo
n es a,'garte de la costa mediterréanea, asi como
pfoductoras de toxinas que puedan

de este grupq_d&‘ecne que se encuentran®
para Ia diferenciacion de las formas productoras y no
ayudar a mejorar la gestion de los eventos toxicos. |-
Adicionalmente, hemos  desarrollado PCR "
cuantitativa como método de deteccién, y
enumeracion de las especies del género Pseudo-
nitzschia documentadas hasta ahora en nuestras '_
aguas. Para ello, se recogen 50 mL de agua de mar
en cinco puntos de muestreo ubicados en la Bahia
de Alfaques. Mediante centrifugaciéon de estas
muestras se separa el fitoplancton del agua y
luego se extrae el ADN del material celular aislado.

celular aislado. Seis diferentes ensayos genéticos se usan para la dlferen(:lacmn yla deteccmn
de microalgas téxicas (Fig. 2). Como ejemplo de resultados, entre agosto y octubre de 2007 se
detecté una gran abundancia de Pseudo-nitzschia spp. en cinco estaciones en la Bahia de los
Alfagues. Las muestras mostraron positivos sélo para una especie potencialmente téxica, P.
calliantha (Fig. 2g), mientras que otros resultados de las pruebas fueron negativos (por ejemplo
- Fig. 2h). Sin embargo, en abril de ese afio, tras una floracién mixta los ensayos fueron capaces
de distinguir entre varias especies (Tabla 1). Los positivos son facilmente distinguibles en la
grafica de amplificacion, y se distinguen de los resultados negativos por los bajos valores de Ct
(comparar insertos Fig. 2g y 2h). La
visualizacion de las curvas de

QP el a2 M = sense primer
g:muil ntisense primer descongelacién separa claramente los
:‘::ﬂ Grt.gs : verdaderos positivos de los falsos
positivos.
—

QPS50 gpcals Celulas

QPdelRa3 Especies Ct Calculated

180 bp QPFfrau P. calliantha 31,53 557

P. delicatissima 31,20 1118

230 bp P. pungens 32,50 1236

- (PCR Total (cells/50ml) = 2910

Diagrama del ADNr “motif’ indicando la posicién y
orientacion de los “primers” usados con qPCR especie-especifica. OpticalVieioscopyaa all(esl|sboml) ME2Aa5)

Las longitudes aproximadas de los productos resultantes del PCR ‘

son mostradas bajo los “brackets”. Resultados de floracién mixta 04/07.

Controles
Positivos

Curvas de descongelacion después de la amplificacion del ADN genémico de cultivos de: P. calliantha, P.
delicatissima (Ra2), P. delicatissima (Ra3), P. fraudulenta, P. multistriata, y ~ P. pungens con temperatura de
la descongelacion (Tm °C) para cada una. Resultados de los ensayos con agua de mar en la Bahia de los Alfaques
durante otofio de 2007 mostrando los analisis de curvas de descongelacion y graficos de amplificacién (insertados)
paraensayos de  P. calliantha (positivo) y  P. fraudulenta (negativo).
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El centollo, Maja brachydactyla, es un especie de importancia pesquera. A efectos de su
cultivo en acuicultura es importante ser capaz de diferenciar las larvas de esta especie de las
de otras especies de cangrejos que se encuentran en las mismas aguas. La discriminacion
entre especies puede realizarse a través del estudio del ADN mitocondrial, especificamente el
gen CO1, que es muy variable entre especies estrechamente relacionadas permitiendo asi la
identificacion inequivoca. Las secuencias génicas pueden ser inferidas mediante el uso de
enzimas de restriccién que cortan las cadenas de ADN en lugares especificos. Entonces, se
comparan los fragmentos de ADN genémico completo, o fragmentos amplificados mediante
PCR. Se compara ADN cortado vs. ADN sin cortar, y se compara entre especies realizando
digestiones con diferentes enzimas de restriccion. Maja brachydactyla es una especie que
contiene el sitio Ase |, un tipo de enzima de restriccién, que lo distingue de Maja squinado.
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xiste una estrecha relacion entre Ia nutricién lary; na'durante las primeras fases de

entacnon y laiincidencia de malformaciones esquelei’ La vitamina A y sus metabolitos
desempeﬁan un papel fundamental en la morfogénesis, proliferacion y diferenciacién
Ia"h;macmn de hueso, a través de lafégulacion de la expresion de los genes que
2 icad®s. en osteogénesis. Por esta L‘I’ estamos estudiando los efectos de los
diferentesfniveles Iae vitamina A en la dieta sobre la expresion génica. La expresion relativa
de varios genes es alterada bajo la influencia de los niveles de vitamina A en la dieta. Se
tomaron muestrasyde larvas a los 18 dph de las cuales se extrajo el ANR. Mediante la
comparacion de 3 dietas suplementadas con niveles incrementales de vitamina A con una
dieta control (dieta utilizada frecuentemente en las hatcheries de produccién acuicola), se ha
observado cemo el exceso de vitamina A en dieta ha supuesto un aumento de 11.5 veces en
la expresion del receptor de acido retinoico alfa. Asi mismo, se han detectado incrementos en
la expresion de otros genes como la osteonectina y la osteopontina, marcadores del proceso
de osificacion, si bien estos no son de la
magnitud del RAR-alfa, si son
significativos. Esto demuestra como la
vitamina A, por medio de la regulacién
de la expresidn génica realizada por sus
receptores nucleares, es capaz de
alterar el proceso de osificacién en
[[JEGEN
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La saboga y el sabalo (Alosa fallax, A. alosa) son dos especies de Clupeidos que una vez
fueron la base de una importante pesqueria local a lo largo del valle del rio Ebro. Ambas
especies viven en el mar y se reproducen en los rios. Sin embargo, las barreras fluviales a la
migracién y la sobrepesca condujeron a la completa desaparicién de la pesqueria. Ambas
especies son muy parecidas, pero diferenciables por determinados caracteres morfol6gicos
tales como el nimero de branquispinas en los arcos branquiales. Sin embargo, las
herramientas genéticas permiten una mayor capacidad de discriminacidon entre especies, asi
como de la pureza genética de diferentes linajes. Asi, las secuencias de ADN mitocondrial, que
se heredan solo por linea materna, sén muy Utiles para estudiar la diversidad biolégica.

En este caso, se us6é el gen mitocondrial ND1 para analizar las
poblaciones de saboga. Este estudio concluy6 que existia en el Ebro
un fenémeno de hibridaciéon de ambas especies, encontrandose genes
del sabalo en ejemplares que externamente eran sabogas. Este
fenémeno podria ser una de las causas de perdida de biodiversidad.
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El aparato reproductor se desarrolla a partir de las células primordiales germinales, que se
separan del resto de lineas celulares durante las primeras fases de la embriogénesis. Estas
células expresan especificamente unos genes, de los cuales el gen vasa es el mejor
caracterizado. El objetivo de este estudio es la descripcion del desarrollo del aparato
reproductor en Maja brachydactyla utilizando el gen Vasa como marcador de las células
germinales. Para ello, se realizé una PCR cuantitativa, que permite cuantificar la expresion de

- un gen determinado, para el gen Vasay f-actina (usado como control
interno) en muestras de los 3 estadios larvarios y primer juvenil. Los
" resultados preliminares muestran unos valores bajos de expresién del
gen vasa (Fig. 1 a), aunque detectables con nuestras condiciones. A lo
largo del desarrollo larvario, se observé una disminucién de la
expresion, recuperandose los niveles observados en la zoea | tras la
metamorfosis al primer juvenil (Fig. 1 b).

B-actina

Graficos de amplificacion de B-actina y Vasa de los primeros estadios de M. brachydactyla. Expresion relativa
de Vasa después de normalizacién a ﬁ—aclma Se aprecia un gradual descenso de Vasa justo antes del primer estadio
juvenil del congrejo.
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