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Introduccion. La relevancia del estudio de las
floraciones algales nocivas (FAN), deriva del aumento
registrado en el numero y frecuencia de dichos eventos
en las diferentes zonas costeras del océano mundial (1).
Dentro de este contexto, se han enfocado esfuerzos en el
establecimiento de sistemas de monitoreo ambiental y
bioldégico en diferentes paises. EI método clasico para la
deteccion y enumeracién de especies formadoras de
FAN, es la observacién directa de material vivo o fijado,
mediante microscopia de luz. Sin embargo, este proceso
es tedioso y lento, y requiere de taxbnomos expertos (2).
Para resolver este problema, en los ultimos afios se ha
incrementado la atencion de la comunidad cientifica en el
uso y desarrollo de técnicas moleculares basadas
principalmente en el ADN ribosomal (ADNr), para la o las
especies de interés. El objetivo del trabajo fue Disefar
herramientas para el analisis de fitoplancton toxico y
nocivo como propuesta para el monitoreo de floraciones
algales nocivas en las costas del estado de Baja
California Sur.

Metodologia. Los organismos comprendidos en este
estudio fueron 12 especies de dinoflagelados,
pertenecientes a los ordenes: Gonyaulacales
(Alexandrium affine, Alexandrium margaleffi, Gonyaulax
spinifera, ~ Gonyaulax  turbiney 'y  Lingulodinium
polyedrum), Prorocentrales  (Prorocenfrum  lima,
Prorocentrum minimum, Prorocenfrum mexicanum) 'y
Gymnodiniales (Akashiwo sanguinea, Gymnodinium
catenatum -2 variedades- y Cochlodinium polykrikoides).
El ADN total se extrajo mediante modificaciones al
método descrito por Doyle y Doyle (1990) (3) y la
amplificacion de regiones especificas del ADNr se realizé
mediante PCR utilizando cebadores universales para dos
niveles de especificidad taxondmica (4) (dominio Eukarya
y clase Dinophyceae) de acuerdo al mapa mostrado en la
figura 1.
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Figura 1. Representacién esquematica del ADNr, que muestra la
posicion relativa de los amplicones generados usando diferentes
combinaciones de cebadores.

Las secuencias obtenidas se utilizaron para llevar a cabo
el disefio de sondas de hibridacibn y cebadores
aplicables a la técnica SSCP.

Resultados y discusidn. Las secuencias obtenidas se
confrontaron con las bases de datos mundiales para
determinar, excluir o confirmar la especie, segin sea el
caso Con los cebadores que flanquean la region SSU-
ITS-LSU, se confimé 1 especie (C. polykrikoides),
mientras que se generaron 54 nuevos registros para las
especies A. affine, A. margaleffi, G. spinifera, G.turbiney,
L. polyedrum, P. lima, P. minimum, P. mexicanum, A.
sanguinea, y G. catenatum -2 variedades-. Se realizaron
analisis de alineamiento (programa DNAMAN) para
ubicar tanto regiones variables como conservadas de las
diversas regiones génicas analizadas. Finalmente, se
disenaron 3 parejas de nuevos cebadores, aplicables al
formato de hibridacion fluorescente in situ (FISH) o
blotting y 2 al formato de SSCP. Se llevaron a cabo
analisis in silico, en donde se determino un porcentaje
de éxito superior al 88%.

Conclusiones. Las regiones que corresponden al primer
tercio del SSU, ITS1 e ITS2, presentaron el polimorfismo
suficiente que permite la discriminaciéon entre las
especies estudiadas, permitiendo asi el disefio de
métodos moleculares para el andlisis de fitoplancton
téxico y nocivo. La informacién generada a partir de las
54 secuencias nucleotidicas consideradas como nuevos
registros tiene potencial aplicacion en estudios de:
evolucién molecular, biogeografia, filogenia, genética de
poblaciones, identificacion de fitoplancton, etc.
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