OBTENCION DE SECUENCIAS DE ADN RIBOSOMAL DE DINOFLAGELADOS
RESPONSABLES DE EVENTOS DE MAREASROJASEN MEXICO.
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Introduccion: Las mareas rojas son fendmenos naturales
frecuentes que resultan en pérdidas en la actividad pesquera
y en problemas de salud publica por laingesta de moluscosy
peces contaminados. En México, se han presentado
practicamente en todas las costas, siendo Gymnodinium
catenatum, Pyrodinium bahamense var. compresum y
Karenia brevis las principales especies relacionadas con
casos de envenenamiento en humanos y mortandad de peces
[1]. Otras especies como Cochlodinium catenatum (C.
polykrikoides) y Noctiluca scintillans también han sido
relacionadas con mortandades de peces silvestres [2]. Ante
estos eventos, sblo es posible tomar medidas que prevengan
la comercializacion y/o consumo de productos
contaminados. Sin embargo, actualmente los incipientes
sistemas de monitoreo implementados para tal fin se basan
principalmente en la identificacién taxonémica, lo que
demanda personal especializado y tiempo, lo que muchas
veces evita la alerta oportuna de dichos eventos. En este
trabajo, se presenta el empleo de las secuencias ribosomales
16S y 5.8S para la deteccion e identificacion de estos
organismos mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), utilizando primers diseflados a partir de las
secuencias consenso de las secuencias reportadas para
Prorocentrun micans([3].

Metodologia: Mediante la técnica de clonacién y a partir de
muestras de agua de mar, se establecieron cultivos de
algunos géneros de dinoflagelados. Para la extraccion de
ADN de muestras fijadas con lugol derivadas de eventos
toxicos (Cochlodinium catenatum -C. polykrikoides-,
Pyrodinium bahamense, G. catenatum y Noctiluca
scintillans) se aplico la técnica de Chelex [4] y €
calentamiento con tamp6n de lisis [5]. Para la amplificacion
de regiones especificas mediante PCR se utilizaron los
oligos Hab 9 y Hab 10 (forward y reverse, respectivamente).
Los productos de PCR se ligaron al vector pCR2.1, para
posteriormente transformar células de Escherichia coli
TOP10, de las que se extrgo € ADN plasmidico para
posteriormente secuenciar en un equipo AbiPrism (Perkin
Elmer) utilizando los primers M13 (forward y reverse) cuyas
secuencias se encuentran incluidas en e vector. La
identificacion y el andlisis de las secuencias se realizd
utilizando e programa Blast disponible en linea
(http://Awww.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) y &  software
DNAMAN (Lynnon Biosoft).

Figura 1. Microfotografias de algunos de los cultivos utilizados en €
presente trabajo: Gymnodinium sp. y Prorocentrum sp.

Resultados y discusion: A la fecha se han establecido
exitosamente en el laboratorio cultivos de Prorocentum sp. y
Gymnodinium sp. en medio F/2 (figura 1). A partir de las
preparaciones de ADN, se han obtenido amplificados de
adrededor de 1.7 kb de Gymnodinium catenatun, que
corresponden a tamafio esperado de acuerdo ala posicién de
los oligos Hab 9/Hab 10 en el genoma de Prorocentrun
micans. Aungue se han obtenido amplificados inespecificos
con las otras especies de dinoflagelados consideradas en este
estudio, actualmente se esta trabajando en la optimizacién de
las condiciones de amplificacién para mejorar la resolucién y
rendimiento de los mismos.
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