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DESCRIPCION
Portaobjetos para micromatrices y método para detectar algas toxicas
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un portaobjetos para micromatrices para detectar, identificar y cuantificar algas
toxicas. Mas especificamente, la micromatriz, que comprende cédigos de barras de ADN para cada alga toxica, esta
configurada para detectar y cuantificar un conjunto de algas toxicas de muestras del entorno marino con un alto nivel
de confianza para cumplir con la Directiva de la UE 2002/225/EC para la cuantificacion de algas toxicas en las aguas
costeras marinas como medio para determinar el cierre de una pesqueria. Proporciona una alternativa al bioensayo
del ratén para el cierre de pesquerias, que ha sido suspendido por la UE por razones éticas desde 2012. La necesidad
de invocar el método de HPLC mas costoso para la determinacién de toxinas puede reducirse con un método molecular
fiable que puede identificar y cuantificar algas toxicas.

Descripcion de la técnica relacionada.

Los océanos del mundo cubren el 70 por ciento de la superficie de la Tierra, y sus poblaciones dominantes, tanto
numéricamente como en el modo de biomasa, pertenecen a objeciones microscoépicas (incluyendo microalgas) y
procariotas. Las microalgas en las aguas marinas y salobres de Europa causan regularmente efectos nocivos,
considerados desde el punto de vista humano, en la medida en que causan dafios econdmicos a la pesca y al turismo,
y problemas sanitarios. Estos episodios abarcan una amplia gama de fenédmenos denominados colectivamente como
«floraciones de algas nocivas» (Harmful Algal Blooms: HAB) o mareas rojas. Para el manejo adecuado de estos
fendmenos, la monitorizacion de las microalgas es esencial y es requerida por la directiva de la UE 2002/225/EC para
todos los paises de Europa con linea costera marina.

La escala global de microalgas productoras de toxinas no debe subestimarse. Por ejemplo, lo mas grave seria el
numero de intoxicaciones humanas con ciguatera, causadas por el dinoflagelado Gambierdiscus, que se estima
actualmente en aproximadamente 50.000 al afio. Cada afio, 1 0 2 muertes humanas estan relacionadas con la
ingestion de toxinas PSP causadas por Alexandrium. Aun cuando estos problemas se reducen a la esfera de
temperatura tropical/calida del globo, se demuestra la necesidad urgente de monitorizar y prevenir eventos de HAB
toxicos. Con el calentamiento global, las especies de agua caliente se estan moviendo ahora hacia las aguas
templadas del norte de Europa. En Europa, esto se ve afectado a través de una serie de directivas que requieren que
los estados miembro costeros controlen el agua en los mariscos para detectar especies productoras de toxinas, y sus
toxinas. A partir de la Directiva de Higiene de los Mariscos de la UE 91/492/CEE, se emitieron una serie de Directivas
para incluir las toxinas recién descubiertas, y se estipulan los métodos de analisis y los niveles maximos permitidos
en los mariscos. Los mas importantes de estos son 2002/225/EC y 2074/2005 (pertenecientes a los niveles de toxinas
y a analisis y métodos) y, mas recientemente, 15/2011 (métodos de andlisis). La aparicion natural de algas productoras
de toxinas y la continua demanda humana de consumo de mariscos, significan que la necesidad de su control es ya
algo permanente.

El coste de este control de plancton y toxinas es enorme. Si bien hay informacion limitada y “dura” sobre el impacto
econdmico de las HAB, un estudio relativamente reciente en los Estados Unidos (Anderson et al., 2000) ha estimado,
sobre una base nacional, que:

e el coste del control es equivalente al 5% del volumen de ventas anual de la industria de mariscos

e el coste de la cosecha perdida y del producto dafiado, causados por la contaminacién con biotoxinas, es un 5%
del volumen de ventas de la industria;

e los costes de la salud publica causados por jornadas de trabajo perdidas, hospitalizaciones, etc. afiaden otro 5%
del volumen de ventas anual.

En Europa, también es dificil descubrir una informacién similar, pero el contexto esta bien establecido si se toma el
caso de Irlanda, donde la produccion acuicola de marisco llega actualmente a 47 millones de libras anuales (Bowne
et al., 2007) y la estimacion para el programa de control Irish National Biotoxin and Toxic Phytoplankton, llevado a
cabo bajo los auspicios de la Food Safety Authority of Ireland y operado a través del Irish Marine Institute, es de 1,7
millones de libras, lo que representa ~ 3,5% del volumen anual de ventas de la industria. De manera similar, la
produccion escocesa de mariscos se estima en 20 millones de libras, la mayor parte de los cuales se realiza a través
del cultivo del mejillén comestible Mytilus edulis, y los programas de control, administrados por la Food Standards
Agency Scotland, tienen un presupuesto de poco menos de 2 millones de libras.

Claramente, el desarrollo de una industria que sea tanto natural como sostenible, pero que tiene una carga financiera
tan pesada, requiere toda la asistencia posible para superar "riesgos naturales" tales como las HAB toxicas, porque
los problemas (naturales) causados por la toxicidad nunca se eliminaran. Aproximadamente se analizan anualmente
2000 muestras de agua en Irlanda como parte del National Monitoring Programme (NMP). Esto requiere un equipo de
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4 personas, ligeramente reforzado durante los meses de verano. La mayoria de las muestras se analizan en busca de
especies toxicas/nocivas, pero muestras de 10 sitios (de un total de ~60) son analizadas para determinar su comunidad
total de fitoplancton. La microscopia 6ptica es el método de analisis de rutina, requiriendo cada muestra un promedio
de unas 2 horas para su examen. Las cifras comparables para otros programas de control son la produccion anual de
1000 muestras (Escocia), 5000 muestras (REPHY, Francia) y 6000 muestras (Galicia, Espafia). Estas cifras reflejan
una tasa de trabajo de procesamiento de unas 20 muestras por semana y por persona. La cantidad de hombres-hora
implicados en el proceso de monitorizacion es sin duda enorme. A menudo, los resultados estan disponibles hasta 5
dias después de tomar la muestra, lo que hace que las estrategias de mitigacion sean casi imposibles. Entre otras
cosas, esta invencion pretende hallar una solucién a este problema.

El control actual requiere mucho tiempo y, basandose en la morfologia que se determina por microscopia Optica, es
insuficiente para dar una atribucion definitiva de especies y toxinas. Las técnicas moleculares, que son mas rapidas y
mas fiables, reducirian el nimero de errores inevitables causados por errores humanos, que es una faceta siempre
presente de este tipo de trabajo. De particular relevancia son las situaciones con respecto a Pseudo-nitzschia, que no
pueden identificarse a nivel de especie utilizando microscopia 6ptica, y Alexandrium, otro género con el que también
es practicamente imposible identificar con precision a especies que utilizan esta técnica. La identificacion y
cuantificacién a un nivel de precision es esencial si se desea pronosticar con precision floraciones téxicas para permitir
su mitigacion y el cierre de la pesqueria forzado solo cuando sea necesario para evitar pérdidas econdémicas
innecesarias y porque las cepas tdxicas y no toxicas de la misma especie, es decir, el Alexandrium, se superponen en
su distribucion.

La llegada de técnicas de biologia molecular ha mejorado en gran medida nuestra capacidad para analizar todos los
organismos. Estas técnicas estan haciendo lentamente incursiones en el control de algas toxicas en términos de
monitorizar la presencia de una especie y las toxinas que producen. Una aproximaciéon que se usa ampliamente en
tales estudios es identificar especies por medio de sondas moleculares especificas o codigos de barras. Por
consiguiente, estas sondas se pueden usar en experimentos de hibridacion para identificar especies de interés
uniéndose a la secuencia del objetivo y la posterior deteccion mediante una etiqueta adherida a la sonda. Se pueden
generar curvas de calibracion basadas en material de cultivo para convertir en nimeros de células la intensidad de la
sefial de la sonda de su etiqueta, cumpliendo asi los requisitos de la UE para el control de algas toxicas utilizando
numeros de células como el nivel desencadenante para el cierre de las pesquerias, o antes de iniciar las pruebas de
toxinas. La micromatriz presentada aqui puede aplicarse universalmente para monitorizar las algas toxicas en
cualquier pais con floraciones de algas toxicas. En aguas japonesas, las algas toxicas que causan la mayoria de los
problemas no seran las mismas que las que hay a lo largo de las costas occidental y oriental de Australia y América
del Norte, o las costas occidentales de Europa, por lo que es ventajoso tener codigos de barras universales que
detecten especificamente todas las variaciones de cada especie de alga toxica.

Sumario de la invenciéon

De acuerdo con un primer aspecto de la invencién, se proporciona un sistema de matriz que comprende un
portaobjetos para micromatrices configurado para detectar simultaneamente una diversidad de organismos en una
muestra, en donde el portaobjetos para micromatrices comprende sondas de acido nucleico que tienen fragmentos de
secuencias de ARN 18S o 28S Unicas para cada organismo o grupo taxonémico del mismo.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion, se proporciona un método de deteccion de algas tdxicas en una
muestra que comprende las etapas de:

a) obtener una muestra ambiental

b) extraer el ARN de las células de las algas presentes en la muestra
c) fragmentar el ARN

d) marcar los fragmentos de ARN con un marcador fluorescente

e) permitir que los fragmentos de ARN marcado se hibriden en un portaobjetos para micromatrices segun el primer
aspecto de la invencién

f) separar por lavado los fragmentos de ARN marcados sin hibridar
g) escanear el portaobjetos para micromatrices para detectar fragmentos de ARN marcados unidos a la sonda.

También se describe en el presente texto un método para fabricar un portaobjetos para micromatrices, que comprende
los pasos para identificar secuencias de ARN 18S o 28S correspondientes a una diversidad de algas tdxicas de interés;
seleccionar fragmentos de secuencia de ARN 18S o 28S unicos para cada alga y crear sondas de acido nucleico
correspondientes a dichas secuencias; crear fragmentos de ARN variantes que corresponden a los fragmentos de
ARN 18S o 288 unicos para cada no-diana con un desajuste de un nucleétido con el fin de capturar un desajuste de
un nucledtido; crear sondas que tienen dichas secuencias; e inmovilizar dichas sondas en un portaobjetos para
micromatrices.
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un esquema de manchado para la primera generacion de micromatrices MIDTAL. Cada posicion en el
grid (cuadricula) representa una mancha de c. 50 ym de diametro donde esta inmovilizada una sonda dada (codigo
de barras). Cada sonda (cadigos de barras) se aplica cuatro veces en un grid y el grid completo se repite 3 veces para
dar una pseudo replicacion de n = 16. Esta generacion de micromatrices tiene 960 manchas, cubriendo 112 sondas
(cddigos de barras) para especies de algas toxicas y niveles mas altos de taxones, y varias sondas de control positivo
y negativo. Las generaciones posteriores de la micromatriz, que forman la invencion descrita en el presente texto,
tienen 252 sondas (codigos de barras), cuando se manchan con 4 replicados producira una matriz de mas de 1000
puntos.

La Figura 2 es la hibridacién del ARN fragmentado en temperatura de incubacion creciente a la micromatriz. Las
sondas (cédigos de barras) con sefiales mas bajas se potencian mediante la fragmentacion del ARN en trozos mas
pequefios para permitir una mejor unién del codigo de barras a su secuencia diana.

La Figura 3 es una de los supergrids en la primera generacion de micromatrices MIDTAL después de la hibridacion
con el ARN marcado con Cy5 extraido de una muestra de campo recogida en la costa de Skagerrak (Gullmamfjord,
Suecia) a principios de agosto de 2009.

La Figura 4 proporciona el analisis de la hibridacién en la fig. 3 se realiz6 con el programa Phylochip, y una parte de
este analisis se presenta en la figura de excel debajo del escan desde la sefial mas alta a la mas baja. Las estrellas
indican una sefal significativa para las especies toxicas Karenia brevis (KB5) y Pseudo-nitzschia multistriata (mD3)
presentes en la muestra, observadas tanto con la micromatriz como con los recuentos tradicionales. Otras sefiales
altas son las sondas para el control positivo Dunaliella. La linea roja marca el umbral sobre el cual se registra una
sefal positiva.

La Figura 5 muestra la relacion del ARN con el nimero de células y las sefiales de la micromatriz para P. multiseries.
A) Regresion lineal del ARN total extraido de cada replicado en cada experimento de estrés frente a nimeros de
células en el momento del muestreo. B) Curva de calibracion que relaciona los nimeros de células con la sefial de la
micromatriz hibridada con cuatro cantidades diferentes de ARN en la matriz de la generacioén 2 para cada sonda que
dirige a P. multiseries. C) Curva de calibracion que relaciona los niumeros de células con la sefial de la micromatriz
con dos cantidades diferentes de ARN en la matriz de generacion 3 para cada sonda que dirige a P. multiseries.

La Figura 6 ilustra la salida del programa analizador GPR (Dittami y Edvardsen 2012) que muestra las pruebas de
jerarquia para una hibridacion. Pseudo-nitzschia calliantha pasé la prueba de jerarquia y la sefial se convirtié en
numeros de célula para fines de monitorizacion.

Definiciones.

Para describir la materia sujeto descrita, se utilizara la siguiente terminologia de acuerdo con las definiciones que se
presentan a continuacion.

Las “algas” se refieren a cualquier célula fotosintética sin diferenciacion tisular en raices, tallos y hojas. Las “algas
toxicas” se refieren a las microalgas pertenecientes a las clases de algas dinoflagelados, diatomeas, haptofitos,
dictiofitos, cloromonofitos o rafidofitos que producen compuestos de toxinas que afectan a los vertebrados, incluidos
los seres humanos, ya sea causando la muerte o causando graves efectos gastrointestinales o neurolégicos. El “ADN”
y el “ARN” se refieren a los acidos nucleicos (2 combinaciones base-azucar-fosfato o mas = “oligonucleétidos”). Los
ARN a los que se hace aqui referencia son ARN ribosomico, las subunidades pequefias y grandes de organismos
eucarioticos (SSU/18S o LSU/28S) y “excluye especificamente” los de organismos procarioticos (bacterias y arqueas).
Las matrices creadas para la deteccion de organismos procariéticos pueden medir solamente bacterias y arqueas de
crecimiento activo, pero este no es el caso de los organismos eucariéticos, que retienen una alta proporcion de ARNr
a lo largo de su ciclo de crecimiento y por tanto las matrices para organismos eucariéticos pueden ser cuantitativas,
mientras que las de los organismos procariéticos no pueden serlo. Las “sondas o codigos de barras” son
oligonucledtidos cortos de una longitud normalmente de 16-25 pb que son 100% homodlogos solamente a una
secuencia complementaria en un gen de la especie de interés y difieren en al menos una posicion con respecto a
todos los demas organismos. Una “micromatriz de ADN” para la deteccion de especies (también conocida
comunmente como filochip) y no para la expresion génica es una coleccion de manchas (spots) de ADN microscopicas
adheridas a una superficie sélida, como vidrio, plastico o chips de silicio formando una matriz. Los oligonucledtidos de
ADN adheridos se conocen como sondas o codigos de barras (aunque algunas fuentes usaran una nomenclatura
diferente), miles de los cuales se pueden usar en una Unica micromatriz de ADN. Los cédigos de barras se inmovilizan
mediante un enlace quimico de la sonda con la superficie de un portaobjetos de vidrio de microscopio recubierto
especialmente y, en la presente invencion, los codigos de barras se elevan por encima de la superficie de la
micromatriz mediante una “regiéon espaciadora” que consiste en multiples bases de timina antes de que comience el
cédigo de barras. La “hibridacion” se refiere a la unién del cédigo de barras monocatenario inmovilizado en la
micromatriz, con el ARNr monocatenario, marcado con fluorescencia, extraido de la muestra ambiental para formar
una doble hélice a lo largo del corto tramo de la region diana del ARNr. Las concentraciones altas de sal y de tampdn
especifico proporcionan un entorno quimico adecuado para que la hibridacidon tenga lugar solo entre la diana y el
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cédigo de barras unido a la micromatriz de vidrio y para evitar la union al codigo de barras de una no-diana con uno o
mas desajustes. Si hay un unico desajuste de base entre la diana y la no-diana, el desajuste se pone en medio del
cddigo de barras y un “cédigo de barras competidor” esta disefiado para hibridar al ARNr con el desajuste de una sola
base. También se pueden llamar “sondas de desajuste” (MM). Las “sondas jerarquicas” se refieren a una serie de
sondas que siguen la jerarquia taxondmica de una especie dada. El uso de sondas jerarquicas evita falsos positivos
en muestras ambientales, porque para que una especie toxica esté presente, la sonda del género, la familia, el orden
o clado, la clase, el phylum y el reino también tienen que hibridar con el ARN de la especie. Si no esta presente toda
la jerarquia, el paquete de analisis utilizado para analizar la micromatriz (por ejemplo, el analizador GPR, Simon and
Edvardsen 2012) rechazara la presencia de cualquier especie de alga téxica que no pase la prueba de jerarquia. El
“contenido de GC” se refiere a la cantidad de bases de ribonucleétido guanina y citosina que estan en el cédigo de
barras, un contenido de GC del 50% o mas garantiza una “temperatura de fusion” de aproximadamente 60 °C a la cual
el cadigo de barras no podra unirse a la diana debido al impedimento térmico.

Descripcion detallada de la invencion.

Un primer aspecto de la invencion proporciona un sistema de matriz como se define en las reivindicaciones que
comprende un portaobjetos para micromatrices configurado para detectar simultdneamente una diversidad de
organismos en una muestra, en donde el portaobjetos para micromatrices comprende sondas de acido nucleico que
tienen fragmentos de secuencia de ARN 18S o 28S Unicos para cada organismo o grupo taxonémico del mismo.
Preferiblemente, la diversidad de organismos comprende organismos de algas toxicas.

Portaobjetos para micromatries.

Puede usarse cualquier formato de portaobjetos adecuado, junto con cualquier aspecto de la invencion. Por ejemplo,
las sondas aplicarse sobre portaobjetos Genetix o Schott recubiertos con epoxi, utilizando una impresora de agujas
VersArray ChipWriter Pro (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Alemania) y pasadores (Point Technologies. Inc.,
CO) con un tamafo de mancha de ca. 80 pm.

Sondas de acido nucleico.

Las sondas de oligonucleotidos que incluyen los controles positivos y negativos pueden sintetizarse usando técnicas
quimicas estandar. Preferiblemente, se sintetizan de forma que sean capaces de unirse covalentemente en el extremo
5' al portaobjetos para micromatrices. Por ejemplo, pueden sintetizarse con un enlace amino MMT o DMS(O)MT
(preferiblemente un enlace amino 6C). El enlace amino permite que la sonda se una covalentemente al portaobjetos
de vidrio recubierto en el extremo 5'.

Como se discute aqui, un portaobjetos para micromatrices comprende:
a. al menos una sonda seleccionada entre el grupo que consiste en controles positivos y negativos,
b. al menos una sonda capaz de detectar selectivamente en organismos eucariéticos
c. al menos una sonda capaz de detectar selectivamente el filum taxonémico del organismo
d. al menos una sonda capaz de detectar selectivamente la clase taxonémica del organismo

e. al menos una sonda capaz de detectar selectivamente un clado taxonémico del organismo a un nivel taxonémico
intermedio entre clase y género

f. al menos una sonda capaz de detectar selectivamente el género taxonémico del organismo, y
g. al menos una sonda capaz de detectar selectivamente la especie taxondmica del organismo
h. al menos una sonda capaz de detectar selectivamente la cepa taxonémica del organismo.

Las sondas citadas en el punto h. anterior se aplican especialmente a la deteccion de cepas de organismos que tienen
una cepa tanto téxica como no téxica.

El uso de sondas que son especificas para niveles taxonémicos multiples permite que todos los aspectos de la
invencion sean dispuestos de modo que una identificacion positiva de una especie de algas especifica, o cuando sea
el caso, una identificacion positiva de una cepa de algas especifica, se consiga solamente cuando la sonda especifica
de la especie o, cuando sea apropiado, la sonda especifica de la cepa, esta unida por la secuencia diana junto con la
union de las sondas que representan todos los taxones de orden superior.

Controles positivos y negativos.

Opcionalmente se incluyen controles positivos y comprenden la secuencia de la caja TATA, por ejemplo la secuencia
de SEC ID NO: 1. Otros controles que pueden estar opcionalmente presentes incluyen controles negativos (por
ejemplo, los que tienen las secuencias de SEC ID NO: 2, 3 0 4).
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Pueden incluirse también controles de manchado de poli-T (por ejemplo, que tienen la secuencia de SEC ID NO: 5,
sondas de bloqueo de poli-A, y controles internos (por ejemplo, uno de ellos o ambos controles internos del género
Dunaliella que tienen las secuencias de SEC ID NO: 7 y 8).

Caracteristicas de la sonda.

Preferiblemente las sondas son todas de longitud similar, por ejemplo de 20 a 30 restos de longitud. Mas
preferiblemente, todas tienen una longitud de 22 a 28, de 23 a 27 o de 24 a 26 restos (es decir, aproximadamente 25
restos de longitud). Preferiblemente, todas las sondas tienen un contenido de G/C aproximadamente igual.
Preferiblemente, el contenido de G/C es de 40 a 60, mas preferiblemente de 41 a 59, 42 a 58,43 a 57,44 a 56, 45 a
55,46 a 54, 47 a 53, 48 a 52 0 49 a 51 por ciento. Proporcionando sondas de longitud y contenido de G/C similares,
el resultado es que todas las sondas tienen una temperatura de hibridacién similar.

Colas de poli-T.

Preferiblemente, las sondas tienen una cola de poli-T 5' antes de la secuencia del cédigo de barras y después de un
enlazador de seis carbonos. Esta cola tiene preferiblemente una longitud de al menos 10 o mas, preferiblemente al
menos 15 restos (por ejemplo, entre 10 y 25 o entre 15 y 30 restos o entre 15y 20 restos de longitud). La hipétesis es
que la provisién de esta cola permite un mejor acceso de las sondas al ARN diana porque son capaces de "flotar" por
encima de la superficie del portaobjetos para micromatrices y de interactuar con las dianas. Si se usan sondas que
tienen colas de poli-T, los oligonucleétidos poli-A han de agregarse a la solucién de hibridacién para unirse a las colas
de poli-T y evitar la unién a la cola de falsos positivos.

La invencién también abarca en todos sus aspectos cualquiera o todas las sondas descritas en el presente documento,
en donde la cola de poli-T se reemplaza por un enlazador alternativo o elemento espaciador que realiza esencialmente
la misma funcién que la cola de poli-T.

Sondas competidoras.

Las sondas competidoras con desajuste de una sola base para cada una de las sondas especificas incluidas en la
micromatriz se incluyen preferiblemente en la matriz para eliminar estas no-dianas y evitar que se unan a cualquier
cédigo de barras con el que tengan un uUnico desajuste de base.

Ambas optimizaciones producen sefales superiores y mejoradas en relacion con las producidas por el chip ALEX en
Gescher et al. (2008) que no incluyen estas optimizaciones (Gescher, G., Metfies K. y Medlin, LK 2008. The ALEX
chip — Developmentof a DNA chip for identification and monitoring of Alexandrium. Harmfull Algae, 7: 485 - 494).

Preparacién de la muestra.
Preferiblemente, la muestra es una muestra ambiental, por ejemplo, una muestra de agua de mar o de agua estuarina.

La muestra puede prepararse opcionalmente antes de ser utilizada. Por ejemplo, cualquier organismo en ella puede
concentrarse (por ejemplo, por filtracion) para aumentar su densidad y las células pueden lisarse, extraerse y
prepararse el ARN, por ejemplo mediante fragmentacion en fragmentos de aproximadamente 500 pb de longitud.

Matriz universal.

La invencion presentada aqui en todos los aspectos es una micromatriz universal para la deteccién de algas toxicas.
Es universal en el sentido de que se puede usar para detectar todas las algas téxicas marinas conocidas que
actualmente se sabe que se presentan en todos los océanos y estuarios, y en los lagos continentales de alta
conductividad de la Tierra. Es universal porque puede detectar 1) todas las especies que causan envenenamiento
paralitico por mariscos (PSP), por ejemplo especies del género Alexandrium, Gymnodinium catenatum'y Pyrodinium
bahamense, 2) todas las especies que causan envenenamiento amnésico por mariscos (ASP), por ejemplo especies
en el género Pseudo-nitzschia, 3) todas las especies que causan envenenamiento diarreico por mariscos (DSP), por
ejemplo especies de los géneros Prorocentrum, Dinophysis y Volcanodinium, 4) todas las especies que causan
envenenamiento por ciguatera (reversion permanente de las sensaciones de calor y frio), por ejemplo Gambierdiscus,
Coolia, Prorocentrum, Ostreopsis, 5) todas las especies que causan envenenamiento neurotoxico por mariscos (NSP),
por ejemplo especies de los géneros Karenia, Karolodinium, Chloromorum y 6) todas las especies que causan la
muerte de peces a través de la lisis de las membranas branquiales, por ejemplo Heterosigma, Chatonella,
Pseudochatonella. Fibrocapsa, Lingulodinium y Gonyaulax spinifera. Es universal por cuanto todos los cédigos de
barras/sondas para cada especie toxica, grupo de especies o jerarquia taxonémica superior han sido disefiados para
funcionar en idénticas condiciones de laboratorio. Se pueden encontrar excelentes sinopsis del estado de la técnica
de las herramientas moleculares en estudios ambientales para detectar algas toxicas en:

e Ebenezer, V., Medlin, L. K. y Kei, J-S. 2011. Molecular detection, quantification y diversity evaluation of
microalgae. Marine Biotechnology, 14; 129 - 142,y
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o Metffies, K., Tobe, K., Scholin, C. y Medlin, LK 2006. Novel Approaches to Study the Ecology of HA in situ chapter,
en: Ecology of Harmfull Algae. Edna Granéli y Jefferson Turner (eds.) pp. 311 - 325.

De acuerdo con ciertas realizaciones preferidas, la micromatriz consiste en manchas de ADN de sintesis, aplicadas
regularmente sobre un portaobjetos de vidrio especialmente recubierto con al menos 4 a 8 replicados (Fig. 1). Los
ADN aplicados son oligonucleétidos cortos de al menos 25 bases con una cola de poli T de al menos 15 bases de
timina. Estos oligonucledétidos son especificos para una o mas especies de algas toxicas (véase la Tabla 1) y, como
tales, pueden considerarse cédigos de barras. Los cddigos de barras se han disefiado de forma jerarquica taxonémica,
de forma que, para que esté presente cualquier especie, los codigos de barras para el género, la familia o el orden, la
clase, el filum y el reino también deben estar presentes. Este método asegura que no se registren falsos positivos.
Ninguna otra micromatriz en uso para algas toxicas u otros eucariotas que utilizan este método de control interno.

Se aplican las siguientes caracteristicas:

a. las sondas del grupo a. comprenden al menos una sonda que tiene una secuencia seleccionada entre la SEC ID
NO: 1 alaSECIDNO:4,laSECIDNO:7ylaSECIDNO: 8,y

b. las sondas del grupo b. comprenden al menos las dos sondas que tienen secuencias dadas respectivamente en
la SEC ID NO: 9 ala SEC ID NO: 10; y

c. Las sondas en el grupo c. comprenden al menos todas las sondas que tienen secuencias dadas respectivamente
enla SEC ID NO: 11 ala SEC ID NO: 13; y

d. las sondas del grupo d. comprenden al menos todas las sondas que tienen secuencias dadas respectivamente en
la SEC ID NO: 14 ala SEC ID NO: 16; y

e. Las sondas del grupo e. comprenden al menos todas las sondas que tienen secuencias dadas respectivamente
enla SECID NO: 17 ala SEC ID NO: 41; y

f. las sondas del grupo f. comprenden al menos todas las sondas que tienen secuencias dadas respectivamente en
la SEC ID NO: 42 ala SEC ID NO: 69; y

g. las sondas del grupo g. y h. comprenden al menos todas las sondas que tienen secuencias dadas respectivamente
enla SEC ID NO: 70 a la SEC ID NO: 252.

Otras caracteristicas.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, el portaobjetos para micromatrices comprende fragmentos de ARN
18S 0 288S unicos para cada organismo y variantes no coincidentes (por ejemplo, variantes de desajuste de nucleotidos
individuales) de dichos fragmentos en los que el nivel de confianza de la deteccién especifica derivada de las
coincidencias de fragmentos es superior al 99%.

De acuerdo con todos los aspectos de la invencion, la identificacion y cuantificacion de una especie o cepa de algas
toxicas se basa en la hibridacion detectada de la sonda especifica de la especie y/o especifica de la cepa, y la
hibridacion de todas las sondas de nivel taxonémico superior. Este sistema jerarquico permite una mayor confianza
en los resultados y también proporciona una indicacion util de la presencia de especies tanto conocidas como
desconocidas, para las cuales no esta incluida una sonda especifica de la especie en la matriz.

De acuerdo con un segundo aspecto, la invencion proporciona un método para detectar algas tdxicas en una muestra,
que comprende las etapas de:

a) obtener una muestra ambiental

b) extraer el ARN de las células de algas presentes en la muestra
c) fragmentar el ARN

d) marcar los fragmentos de ARN con un marcador fluorescente

e) permitir que los fragmentos de ARN marcados se hibriden en un portaobjetos para micromatrices segun el primer
aspecto de la invencién

f) eliminar por lavado fragmentos de ARN marcados no hibridados
g) escanear el portaobjetos para microarrays para detectar fragmentos de ARN marcados unidos a la sonda.

La intensidad de la sefial obtenida de los fragmentos unidos puede usarse para proporcionar una estimacion de la
concentracion de células de algas en la muestra.

Se pueden extraer de los Ejemplos otras caracteristicas opcionales de cada etapa del método.
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La presente descripcion proporciona también un tercer aspecto, un método para fabricar un portaobjetos para
micromatrices, que comprende las etapas de identificacion de secuencias de ARN 18S o 28S correspondientes a una
diversidad de algas toxicas de interés; seleccionar fragmentos de ARN 18S o 28S de secuencia Unica para cada alga
y crear sondas de acido nucleico correspondientes a dichas secuencias; crear fragmentos de ARN variantes
correspondientes a los fragmentos de ARN 18S o 28S Unicos para cada no-diana con un desajuste de un nucleétido
con el fin de capturar un desajuste de un nucledtido; crear sondas que tienen dichas secuencias; e inmovilizar dichas
sondas en un portaobjetos para micromatrices.

El protocolo de extraccion es preferiblemente como se describe en los Ejemplos que se ha optimizado para usar Tri-
Reagent (Sigma) para obtener altas cantidades y buena calidad de ARN. La calidad del ARN afecta al grado de
marcado y la calidad e intensidad de la sefial alcanzada después de la hibridaciéon. La mayoria de las micromatrices
existentes para algas toxicas utilizan una etapa de PCR antes de la hibridacion para obtener una diana con una longitud
corta de ca. 500 pb. Ejemplos de micromatrices que incluyen una etapa de PCR son:

e Galluzi L, Cegna A, Casabianca S, Penna A., Sunder N, Magnnai, M (2011) Development of an oligonucleotide
microarray for the detection and monitoring of marine flagellate. J Microbiol Meth 84: 234 - 242 y

e KiJ-S, Han M-S (2006) A low-density oligonucleotide array study for parallel detection of harmful algal species
using hybridation of consensus PCR products of LSU rDNA D2. Biosensors and Bioelectronics 21: 1812 - 1821.

La inclusion de una etapa de PCR en el método impide que la sefial obtenida sea cuantitativa. Debido a que la
micromatriz de la invencién utiliza solo ARN, es posible realizar curvas de calibracién para convertir la sefial de
hibridacion en numeros de células. El cierre de las pesquerias actualmente se basa en numeros de células que
exceden un nivel de activacion, y el uso de cualquier método de micromatrices que incluya una etapa de PCR
imposibilita que el método sea cuantitativo.

Antes de la hibridacion, el ARN se fragmenta preferiblemente en longitudes de ca. 500 pb (Fig. 2), similares a las
longitudes obtenidas usando una etapa de PCR pero sin el aumento exponencial en el nimero diana que se obtiene
con la PCR, manteniendo asi la micromatriz cuantitativa. En la solucién de hibridacion, preferiblemente se afiade un
reactivo de bloqueo, por ejemplo Kreablock (Kreatech), que se usa normalmente en micromatrices de expresion
génica. Se encontré que la adicion de este reactivo de bloqueo no solo mejora la sefial hasta 10 veces, sino que
también reduce el fondo para que se obtenga una mayor relacién sefial/ruido.

La sefial obtenida de la presente micromatriz es preferiblemente una sefial fluorescente (Fig. 3) que se detecta con un
escaner de laser y se puede convertir en nimeros de células mediante el uso de curvas de calibracion para relacionar
sefiales con numeros de células (Fig. 4 y 5). La monitorizacion por algas toxicas y el posterior cierre de pesquerias se
basa en el numero de células.

Los autores de la presente invencién conocen una micromatriz para algas toxicas que utiliza el ARN total como diana
(Ahn S. Kulis D, Erdne, DD, Anderson, DM, Walt, D 2010. Fibre optic microarrays for the detection and enumeration
of harmful algal bloom species. Afr J Mar Sci 28: 231 - 235). Este sistema implica un instrumento de fibra 6ptica, que
se utiliza para unir microesferas con una sonda unida. El sistema es muy caro y no es de uso estandar. Esta
micromatriz también utiliza un sistema de deteccién de hibridacion de tipo sandwich, lo que significa que, para cada
especie, se deben disefiar dos sondas/codigos de barras. Una es una sonda/cédigo de barras de captura y esta es la
que esta inmovilizada en las microesferas para unirse al ARN diana. Una segunda sonda con un marcador fluorescente
se adhiere al ARN unido, y de ahi el nombre de hibridacién en sandwich. La unién de esta sonda crea las sefiales que
son registradas por una camara CCD. Solamente se ha probado con tres especies y, para probar multiples especies,
se debe demostrar in silico que ninguna de las sondas de sefial se unira entre ellas eliminandolas de la reaccion de
hibridacion. Asi pues, desde un punto de vista practico y econdmico, la presente invencion es superior.

Los autores de la presente invencion estan también al tanto de una patente (WO 2003/053855 A2) para el uso de PCR
cuantitativa para la deteccion de algas dafinas en agua de lastre. Las sondas de multiplexacion para uso en PCR
cuantitativa se limitan a aproximadamente 8 sondas en una mezcla, por lo que esta metodologia para detectar algas
téxicas utilizando sondas especificas de la especie esta limitada en su capacidad para detectar mas de 8 especies a
la vez.

Las ventajas particulares de la presente invencion proceden de las siguientes caracteristicas:
e el conjunto unico de cédigos de barras para cada especie (SEC ID NO: 9 a 252),

e el disefio de 243 cddigos de barras de longitud casi idéntica y contenido de G/C con una cola de poli T para que
funcionen bajo condiciones idénticas de laboratorio para efectuar la unién del ARN diana y solo diana para los
cédigos de barras aplicados en el portaobjetos de vidrio

e la adicién de poli A y opcionalmente Kreablock a la solucion de hibridacion para maximizar la intensidad de la
sefial y minimizar los falsos positivos,
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la construccion de una redistribucion jerarquica del codigo de barras de modo que la presencia de cualquier
especie toxica sea dependiente de un conjunto de sondas anidadas que también deben producir una sefial, y

la conversién de esa sefal en una estimacion de niUmeros de células con fines de monitorizacion.
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Ejemplos

A continuacion se describen varios aspectos de la invencion con referencia a los siguientes ejemplos no limitativos.
Los autores de la presente invencién contemplan la incorporacion de una o mas caracteristicas cualesquiera
especificas de los ejemplos en la invencion reivindicada en sus diversos aspectos.

Introduccién

Las realizaciones de la presente descripcion abarcan cddigos de barras para algas toxicas que se presentan
universalmente en todas las aguas marinas y estuarinas. El siguiente ejemplo describe cada paso en el analisis de la
micromatriz desde su aplicacién hasta la inferencia de los nimeros de células a partir de la sefial de la micromatriz.

Materiales y métodos

La presente descripcion es un portaobjetos para micromatrices para detectar diferentes especies de algas tdxicas, que
comprende sondas seleccionadas entre el grupo de codigos de barras de ADN a partir de los codigos de barras listados
en la Tabla 1. Las células marcadas en gris claro SEC ID NO: 1 a 8 son los controles en la micromatriz. Los niveles
de jerarquia taxondmica se resaltan en gris mas oscuro. Las sondas se disefiaron utilizando la funcién de disefio de
sondas en el programa ARB (Ludwig et al. 2004), todas con aproximadamente el mismo contenido de GC y la misma
temperatura de fusion.

Basicamente, el procedimiento para usar el dispositivo es el siguiente: para fines de monitorizacion, se toma un
volumen especifico de agua y se concentra para realizar una extraccion de ARN de la muestra.

e Preferiblemente, la extraccion debe tener lugar en Tri-Reagent (Sigma) para optimizar la cantidad y la calidad del
ARN.

El ARN se fragmenta en partes mas pequefias para tener facilidad de acceso del codigo de barras al sitio diana y el
marcaje con un marcador fluorescente (el marcado se hizo con el kit de etiquetado Platinium Bright, KREAtech).
Después de la purificacion del ARN marcado del producto no marcado, se hibrida a 60°C con la micromatriz, luego se
lava y se escanea con un laser para detectar el ARN con etiquetas unidas a las sondas, y luego se analiza con el
programa analizador GPR.

e Preferiblemente, la hibridacion incluye una soluciéon que eleva la temperatura de fusion de las
sondas.Preferiblemente, el lavado se realiza al menos una vez por encima de 30 grados C, p. €j. hasta 50 grados
C.

e Preferiblemente, el lavado incluye 3 lavados utilizando lo siguiente:

Tampén de lavado 1 | 2x SSC/ 10 mM EDTA / 0,05% SDS

Tampén de lavado 2 | 0,5x SSC/ 10 mM EDTA

Tampén de lavado 3 | 0,2x SSC/ 10 mM EDTA

La hibridacién puede ser proporcionada por una solucion como se define a continuacion:

a) al menos un tampdén compuesto de una proteina, una sal, un tampoén, un jabén y agua,

b) ADN artificial de control positivo para unirse a una sonda en un portaobjetos para micromatriz,
c) un componente para evitar la unién a un espaciador de sonda, y

d) un agente de bloqueo para prevenir reacciones no deseadas.

e Preferiblemente, el tampodn de hibridacion para uso con la invencién contiene al menos una proteina, sal, tampoén,
jabon y agua. El tampén utilizado en los ejemplos se prepard con lo siguiente:

Componentes 50 mL Conc. final
BSA 5,0 ml (20 pg/pL de material) | 2,0 mg/mL
ADN de esperma de arenque | 2 mL (10 pg/uL) 0,4 pg/pL
NaCl (5M) 40 mL 4M
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Tris-Cl, pH 8,0 (1M) 2mL 20 mM
Triton 100 (10%) 100 uL (10%) 0,02%
MilliQ hasta 50 mL

e Preferiblemente, el ADN artificial de control positivo es el control positivo de TBP o el producto de PCR del gen
TATA Box para el control de la hibridacion.

e Preferiblemente, el componente para evitar la unién es Poli-A (1 uM) para bloquear el espaciador de poli T en
las sondas.

e Preferiblemente, el agente de bloqueo es KREAblock, comercializado por KREAtech.
Resultados
Se describira ahora un ejemplo de la invencién y se ilustraran los resultados de varias hibridaciones y sus analisis.

Se hizo pasar una muestra de agua de mar a través de un filtro para concentrar el conjunto de células en una cantidad
de agua conocida, por ejemplo un litro. EI ARN se extrajo de las células mediante técnicas conocidas y el ARN se
fragmento (Lewis et al 2012). El ARN se extrajo utilizando una solucion de extraccion de ARN que tiene TriReagent
(Sigma), Phase Lock Gel Heavy 2 mL (5Prime), células Dunaliella tertiolecta liofilizadas para control de la extraccion,
BCP (1-bromo-3-cloropropano), isopropanol y acetato amonico (7,5M). El ARN se fragmenté utilizando un tampén de
parada de fragmentacion de ARN (EDTA 0,5 M pH 8) (Figura 3). El ARN fragmentado se marcé con un marcador
fluorescente, utilizando el kit KREATECH Platinum Bright 647 de marcado de acido nucleico.

Tampon de fragmentacion de ARN (ZnCl; 100 mM en Tris-HCI 100 mM, pH 7).
El ARN fragmentado marcado con fluorescencia se mezclé con una solucion de hibridaciéon formada por:

1. 4 x Tampon de hibridacion *:

Componentes 50 mL Conc. final
BSA 5,0 mL (20 pg/uL de material) | 2,0 mg/mL
ADN de esperma de arenque | 2 mL (10 pg/uL) 0,4 pg/pL
NaCl (5M) 40 mL 4M
Tris-Cl, pH 8,0 (1M) 2mL 20 mM
Triton 100 (10%) 100 pL (10%) 0,02%
MilliQ hasta 50 mL

2. Control positivo de TBP o producto de PCR del gen de Box TATA para control de la hibridacion.
3. Poli-A (1 M) para bloquear el espaciador de poli T en las sondas.
4. KREAblock (KREAtech).

El ARN marcado fluorescentemente fragmentado se mezcld con una solucion de hibridacion, se aplicé al portaobjetos
y se hibridd a 60 °C. Después se lavo el portaobjetos tres veces por encima de 30 °C, por ejemplo, hasta 70 °C, mas
tipicamente a 50 °C. Después se escaneo el portaobjetos con un laser para detectar ARN con marcadores unidos a
las sondas para identificar la presencia de algas toxicas (Figura 2). Como se muestra en la Figura 1, las sondas se
redistribuyeron en grupos de cuatro sondas idénticas en la micromatriz. La intensidad de diferentes colores que
representan diferentes especies de algas toxicas se puede interpretar facilmente para dar un valor de concentracion
para un alga toxica en particular en una muestra de agua como se presenta en las Fig. 4 y 5.

Discusion
Los codigos de ADN definidos anteriormente son una secuencia Unica especifica para una especie o un grupo de

especies de algas toxicas como se indica. Cada una de las sondas, con su cédigo de ADN unico y la longitud del
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espaciador adherido a un portaobjetos, permite que todos los diferentes tipos de algas tdxicas en todas las aguas
marinas y estuarinas segun se especifique, sean detectados en una operacion. La solucion utilizada para la hibridacion
eleva la temperatura de fusién de las sondas permitiendo que se produzca una buena unién entre las partes del ARN
y las sondas.

Las micromatrices son tecnologia de estado de la técnica en biologia molecular para el procesamiento de masas de
muestras para la deteccion de secuencias de ARN/ADN diana y esta micromatriz desarrollara la primera micromatriz
universal comercialmente (filochip), capaz de detectar rapidamente la presencia de especies de algas dafiinas
especificas, lo que reduce la necesidad del bioensayo del ratén. Se espera que este filolochip para especies toxicas
reduzca el riesgo para la salud de los seres humanos que se alimentan de peces y mariscos criados en granjas e
incluso aquellos que recolectan mariscos personalmente, porque los avisos para no recolectar pueden publicarse mas
pronto.

Los principales objetivos sociales de tal micromatriz son:

e proporcionar una reduccion del riesgo para la salud causado por la presencia de biotoxinas de algas tanto en las
aguas de bafio como en los mariscos mediante la prediccion de concentraciones peligrosas de células de algas
gracias a la rapida deteccion in situ y la alta sensibilidad de la micromatriz antes de que los nimeros de células
alcancen un nivel peligroso,

e promover la salud, la condicion fisica y el bienestar de todos los miembros de la comunidad por la prediccion de
los niveles de toxinas al margen del nimero de células presentes,

e  contribuir y apoyar el bienestar econémico de las pequefias comunidades pesqueras costeras, que se encuentran
amenazadas debido a las interrupciones en la actividad pesquera, proporcionandoles un medio econémico de
monitorizacion personal por los piscicultores individuales para determinar los niveles de toxinas y las especies,

e prevenir posibles pérdidas econémicas en la acuicultura y la industria turistica, y

e reducir la necesidad del bioensayo del ratén, que es éticamente no deseable, mejorando los actuales sistemas
europeos de monitorizacion.

El propdsito de esta micromatriz es apoyar la politica pesquera comun y ayudar a las agencias nacionales de control
proporcionando nuevas herramientas rapidas para la identificacion de algas tdxicas y sus toxinas de forma que puedan
cumplir con la directiva 2004/41/EC de la CE, reduciendo la necesidad del bioensayo del raton, que fue retirado
progresivamente por la UE en 2012.

La invencion puede adoptar una forma diferente a la descrita especificamente.

Otras modificaciones adicionales seran evidentes para los expertos en la técnica sin apartarse del alcance de la
presente invencién, como se define en las reivindicaciones.
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Otros varios aspectos adicionales de la presente invencion se describen en los pasajes que siguen:

La presente invencion se refiere a un portaobjetos para micromatrices para detectar algas toxicas, codigos de barras
de ADN, solucion de hibridacion y método de deteccion de algas toxicas.

A menudo es deseable detectar algas toxicas en el agua de mar para evitar el consumo de peces o mariscos
contaminados por tales algas toxicas. Hasta ahora, esto se ha hecho mediante el examen de muestras naturales de
agua de mar, la deteccion e identificacion de las células de algas toxicas bajo un microscopio, la enumeracion de las
diferentes especies y después la extrapolacion de los resultados para estimar la concentracion (como células - L") de
diferentes especies toxicas en una muestra de agua. Este es un proceso extremadamente lento y requiere un operador
experto. A menudo, los resultados estan disponibles hasta 5 dias después de tomar la muestra, haciendo que las
estrategias de mitigacion sean casi imposibles. La invencion busca, entre otras cosas, proporcionar una solucién a
este problema.

De acuerdo con un aspecto de la presente descripcion, se proporciona un portaobjetos para micromatrices para
detectar diferentes especies de algas tdéxicas, que comprende al menos una sonda cada una en igual ndmero
seleccionado entre el grupo de codigos de barras de ADN descrito en la lista de secuencias presentada en el presente
texto.

De acuerdo con otro aspecto de la presente descripcion, se proporciona uno o mas cédigos de barras de ADN
seleccionados entre el grupo de cédigos de barras de ADN descritos en la lista de secuencias presentada en este
documento.

De acuerdo con otro aspecto de la presente descripcion, se proporciona un método de identificacion de la presencia
de diferentes especies de algas toxicas, que comprende:

a) recolectar las células de algas de una muestra de agua,

b) extraer el ARN de al menos algunas de las células,

c) fragmentar el ARN,

d) marcar el ARN con un marcador fluorescente,

e) hibridar fragmentos de ARN que se han de detectar con sondas en un portaobjetos,

f) lavar el portaobjetos, y

€) escanear el portaobjetos con un laser para detectar ARN con marcadores unidos a las sondas.
Preferiblemente, la hibridacion incluye una solucién que eleva la temperatura de fusion de las sondas.
Preferiblemente, el lavado se hace al menos una vez por encima de 30 grados C, p. €j. hasta 50 grados C.

Preferiblemente, el lavado incluye 3 lavados usando lo siguiente:

Tampén de lavado 1 | 2x SSC/EDTA 10 mM / 0,05% SDS

Tampén de lavado 2 | 0,5x SSC/EDTA 10 mM

Tampén de lavado 3 | 0,2x SSC/EDTA 10 mM

La hibridacién puede ser proporcionada por una solucion como se define a continuacion.

De acuerdo con otro aspecto de la presente descripcion, se proporciona una solucién de hibridacién que comprende:
a) al menos una proteina, una sal, un tampén, un jabén y agua,

b) ADN artificial de control positivo para unirse a una sonda en un portaobjetos para micromatrices,

c) un componente para evitar la union a un espaciador de sonda,

d) un agente de bloqueo para prevenir reacciones no deseadas.

Preferiblemente, la al menos una proteina, sal, tampodn, jabén y agua, se compone de lo siguiente:
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Componentes 50 mL Conc. final
BSA 5,0 mL (20 pg/uL de material) | 2,0 mg/mL
ADN de esperma de arenque | 2 mL (10 pg/uL) 0,4 pg/pL
NaCl (5M) 40 mL 4M
Tris-Cl, pH 8,0 (1M) 2mL 20 mM
Triton 100 (10%) 100 pL (10%) 0,02%
MilliQ hasta 50 mL

Preferiblemente, el ADN artificial de control positivo es un producto de PCR del gen de Box TATA de control positivo
TBP para el control de hibridacion.

Preferiblemente, el componente para evitar la unién es Poly-dA (1 uM) para bloquear el espaciador de poli T en las
sondas.

Preferiblemente, el agente de bloqueo es KREAblock, comercializado por KREAtech.
Ahora se describira un ejemplo.
Se hizo pasar una muestra de agua de mar a través de un filtro para extraer una masa de células de algas.

El ARN se extrajo de las células mediante técnicas conocidas y se fragmenté el ARN. El ARN se extrajo utilizando una
solucion de extraccion de ARN que tiene un TriReagent (Sigma), un Phase Lock Gel Heavy de 2 mL (5Prime), células
Dunaliella tertiolecta liofilizadas para control de la extraccion, BCP (1-bromo-3-cloropropano), isopropanol y acetato
amonico (7,5 M). Tampon de fragmentacion de ARN (ZnCl; 100 mM en Tris-HCI 100 mM, pH 7). El ARN se fragmenté
utilizando un tampon de parada de la fragmentacion del ARN (EDTA 0,5M pH 8).

El ARN fragmentado se marcd con un marcador fluorescente, utilizando el kit de marcado de acido nucleico
KREATECH Platinum Bright 647.

Un portaobjetos para micromatrices para detectar diferentes especies de algas tdxicas que comprende diferentes
sondas, cada una en igual nimero seleccionado entre el grupo o codigos de ADN descritos en el listado de secuencias
que se presenta aqui.

Las sondas se redistribuyeron en grupos de cuatro sondas idénticas.
El ARN fragmentado marcado fluorescentemente se mezcld con una solucién de hibridacion hecha de:

1. 4 x tampon de hibridacién *:

Componentes 50 mL Conc. final
BSA 5,0 mL (20 pg/uL de material) 2,0 mg/mL
ADN de esperma de arenque 2 mL (10 pg/uL) 0,4 pg/pL
NaCl (5M) 40 mL 4 M
Tris-Cl, pH 8,0 (1M) 2mL 20 mM
Triton 100 (10%) 100 pL (10%) 0,02%
MilliQ hasta 50 mL

2. Producto de PCR del gen TATA Box control positivo TBP para control de hibridacion.
3. Poly-dA (1 uM) para bloquear el espaciador de poli T en las sondas

4. KREAblock (KREAtech)
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El ARN marcado fluorescente fragmentado se mezclé con una solucion de hibridacion y se aplicé al portaobjetos y se
hibrid6 a 60 grados C.

Después se lavo el portaobjetos tres veces por encima de 30 grados C, por ejemplo hasta 70 grados C, mas
tipicamente a 50 grados C.

Luego se escaneod el portaobjetos con un laser para detectar el ARN con marcadores unidos a las sondas para
identificar la presencia de algas toxicas. La intensidad de diferentes colores que representan diferentes especies de
algas toxicas puede interpretarse facilmente para dar un valor de concentracion para un alga tdxica en particular en
una muestra de agua.

Los codigos de ADN definidos anteriormente son una secuencia Unica especifica para una o para un grupo de especies
de algas tdxicas como se muestra. Las sondas, cada una con su codigo de ADN Unico y longitud de espaciador ligado
a un portaobjetos, permiten que todos los diferentes tipos de algas téxicas como se especifica sean detectados en
una sola operacion. La solucion utilizada para la hibridacién eleva la temperatura de fusion de las sondas permitiendo
que se produzca una buena unién entre las partes del ARN y las sondas.

28



10

15

20

25

30

35

40

ES 2722900 T3

REIVINDICACIONES

1. Un sistema de matriz que comprende un portaobjetos para micromatrices configurado para detectar
simultaneamente una diversidad de organismos en una muestra, en donde el portaobjetos para micromatrices
comprende sondas de acido nucleico que tienen fragmentos de secuencia de ARN 18S o 28S unicos para cada
organismo o grupo taxonémico del mismo, en donde la pluralidad de organismos comprende organismos de algas
toxicas y en donde algunas de las sondas de acido nucleico son especificas para la deteccion de la especie de cada
organismo a detectar y otras sondas de acido nucleico son especificas para la deteccion de al menos un taxén de
nivel superior al que pertenece cada organismo a detectar, en donde el portaobjetos para micromatrices comprende:

a. al menos una sonda seleccionada entre el grupo que consiste en controles positivos y negativos, que tiene una
secuencia seleccionada entre la SEC ID NO: 1 ala SEC ID NO: 4, la SEC ID NO: 7 y la SEC ID NO: 8;

b. al menos las dos sondas capaces de detectar selectivamente al menos uno de los microorganismos eucarioticos,
que tienen secuencias dadas respectivamente en la SEC ID NO: 9 a la SEC ID NO: 10;

c. al menos todas las sondas capaces de detectar selectivamente el filum taxonémico del organismo, que tiene
secuencias dadas respectivamente en la SEC ID NO: 11 ala SEC ID NO: 13;

d. al menos todas las sondas capaces de detectar selectivamente la clase taxonémica del organismo, que tienen
secuencias dadas respectivamente en la SEC ID NO: 14 ala SEC ID NO: 16;

e. al menos todas las sondas capaces de detectar selectivamente un clado taxonémico del organismo, a un nivel
taxonémico intermedio entre clase y género, que tienen secuencias dadas respectivamente en SEC ID NO: 17 a
SEC ID NO: 41;

f. al menos todas las sondas capaces de detectar selectivamente el género taxondmico del organismo, que tienen
secuencias dadas respectivamente en la SEC ID NO: 42 a la SEC ID NO: 69;

g. al menos todas las sondas capaces de detectar selectivamente la especie taxondmica del organismo, que tienen
secuencias dadas respectivamente en la SEC ID NO: 70 a la SEC ID NO: 252, y

h. al menos todas las sondas capaces de detectar selectivamente la cepa taxonémica del organismo, en donde
existen cepas tanto toxicas como no téxicas de la misma especie, que tienen secuencias dadas respectivamente en
la SEC ID NO: 70 a la SEC ID NO: 252.

2. Un sistema de matriz segun la reivindicacion 1, en donde las sondas son todas de 20 a 30 nucledtidos de largas
con aproximadamente un 40% a 60% de contenido de C/G y tienen una region espaciadora 5’ de cola de poli-T de al
menos 10 restos de timina.

3. Un sistema de matriz segun la reivindicacion 2, en donde las sondas son todas aproximadamente 25 nucleétidos
de largas con aproximadamente un 50% de contenido de C/G y tienen una region espaciadora 5 de cola de poli-T de
aproximadamente 15 restos de timina.

4. Un método de deteccion de algas toxicas en una muestra que comprende las etapas de:
a) obtener una muestra ambiental
b) extraer el ARN de las células de algas presentes en la muestra
c) fragmentar el ARN
d) marcar los fragmentos de ARN con un marcador fluorescente

e) permitir que los fragmentos de ARN marcado se hibriden en un portaobjetos para micromatrices segun cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3

f) separar por lavado los fragmentos marcados de ARN sin hibridar.

g) escanear el portaobjetos para micromatrices para detectar fragmentos marcados de ARN unidos a la sonda.
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