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Fé de erratas. 

página. Donde dice. Debe decir. 

23 tetraesporofitos 
97 ALD 
101 Gottlieb, 1977a 
222 DIA-2 
24 1 Akatsuka, 1986a 
Tabla 2.3.B Volumen final (ml) 50 
Tabla 6.38 DIA-2 
Tabla 6.40 DIA-2 

tetrasporofitos. 
ALDO 
Gottlieb, 1977. 
DIA-3 
Akatsuka, 1986. 
Volumen final (ml) 40 
DIA-3 
DIA-3 
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Introducción general. 1 

Las macroalgas marinas constituyen un grupo de vegetales pluricelulares 

de hábitat marino que, debido a su lejanía evolutiva, presentan unas carac- 

terísticas ecológicas, fisiológicas y bioquímicas diferentes a las plantas 

vasculares (Lobban et al., 1985). 

Dentro de ellas, las Rodofitas constituyen un grupo muy especializado 

que difieren marcadamente en muchos aspectos fisiológicos y reproductivos 

del resto de las divisiones (Dixon, 1973). Uno de los aspectos más importan- 

tes es la presencia, en determinados géneros, de polisacáridos especializados 

en las paredes celulares cuyas propiedades físico-químicas los hacen insustitui- 

b l e ~  para las industrias alimenticias, farmacológicas y cosméticas (Mclachlan, 

1985; Chapman y Chapman, 1980). La extracción y comercialización de tales 

compuestos, agar y carragenatos principalmente, ha generado un mercado 

anual estimado entre 1 y 2 billones de dólares (Benson y Bird, 1987; Jensen, 

1979). 

A pesar de su importancia económica, no han sido organismos atractivos 

para estudios genéticos debido probablemente, entre otras razones a: 1) La 

complejidad de los ciclos de vida en la mayoría de las especies o a su 

desconocimiento. 2) Los largos periodos de tiempo necesarios para obtener 

descendencia. 3) La gran plasticidad morfológica de estos organismos y 4) el 

desconocimiento general de caracteres mendelianos, lo que dificulta 

enormemente distinguir y estudiar caracteres constantes con herencia 

demostrable (Dring , 1982). 

A pesar de estos problemas, los conocimientos actuales de la transmisión 

genética en macroalgas han aumentado desde los primeros trabajos de Fjeld 

y lovlie (1976) en Ulva, debido fundamentalmente al descubrimiento de 

clones mutantes de Gracilaria y Porphyra (van der Meer, 1986; van der Meer 

et al., 1984; Ma y Miura, 1984; Miura y Kunifuni, 1980) y al descubrimiento 

de recombinantes mitóticos en regiones maduras de tetrasporofitos de 

Gracilaria (van der Meer y Todd, 1977; van der Meer, 198 1; ver revisión van 

der Meer, 1986). 



Sin embargo, el conocimiento de aspectos básicos de genética cuantitati- 

va y poblacional es prácticamente nulo. Estas ramas de la genética son las de 

mayor incidencia en el desarrollo de programas de mejora genética, que 

constituyen un requisito imprescindible para el desarrollo de la maricultura 

macroalgal en occidente. 

El conocimiento en macroaigas marinas de un aspecto tan básico como 

el grado de variabilidad genética se circunscribe a la única especie con la que 

se ha abordado un programa de mejora genética, Laminaria japonica (Fang, 

1983). 

Como en cualquier programa ortodoxo de mejora genética, el desarrollo 

en Laminaria japonica vino precedido del estudio de la variabilidad genética 

existente en las poblaciones naturales, (por electroforesis isoenzimática) , 
indicando que la estrategia más adecuada era la de selerci6n y cnzimientm 

dirigidos, ya que esta especie presentaba una variabilidad genética natural 

elevada (Fang , 1983). 

Relacionado con el desconocimiento general del grado de variabilidad 

genética de macroaigas marinas lo está el de la metodología para su estudio: 

la electroforesis isoenzimática. 

Los objetivos del presente trabajo se han centrado en los dos aspectos 

anteriormente mencionados: 

1) Adecuar los diversos aspectos metodológicos de la electroforesis 

isoenzimática aplicables a agarofitas y específicamente a Gelidium 

arbuscula, Gelidium canariensis y Gracilaria ferox. 

2) Evaluar el gradn de vu+;,zbi!iY~d y difereccizci6:: genética de !as 

poblaciones naturales de Gelidium arbuscula, Gelidium canariensis y 

Gracilaria ferox del archipiélago canario, así como establecer las 

relaciones filogenéticas existentes entre las tres especies. 

Debido a que son dos objetivos dispares en cuanto a su metodología de 

trabajo y análisis de los resultados, se presentan por separado en dos 

apartados: A) Metodología y B) Genética. 



I* METODOLOGIA* 
INTRODUCCION. 



1.1.- Introducción a la thica de la electroforesis. 
La mayoría de los polímeros biológicos, tales como proteínas y ácidos 

nucleicos, tienen grupos ionizables que normalmente les confiere carga 

negativa en disolución acuosa. En el caso de las proteínas, esta ionización 

depende directamente del pH de la solución donde se encuentren y de los 

grupos químicos capaces de ionizarse. 

En una extracción proteica existe una gran diversidad de proteínas 

en cuanto a cargas y masas por lo que, aunque posean la misma carga neta, 

es muy probable que tengan distintas relaciones cargairnasa. Estas diferencias 

les confiere una migración diferencial al ser sometidas a un campo eléctrico, 

cmstiti;yeiido !a base de iás i&nicas eiectroforéticas aplicadas a proteínas. 

La electroforesis es muy versátil y constituye una de las tres técnicas 

más usadas en la separación de polímeros moleculares, junto con la 

cromatografía líquida y la ultracentrifugación (Gordon et al., 1988). 

A pesar de su popularidad y del gran número de artículos y 

manuales, donde se describe ampliamente la técnica (Brewer, 1970; Maurer, 

1971; Oelshlegel y Stahmann, 1973; Harris y Hopkinson, 1976; Carr y 

Jonhson, 1980; Soltis et al, 1983; Hames y Rickwood, 1982; Shields et al., 

1983; Kephart, 1990; Weeden y Wendel, 1989) no se encuentra estandarizada 

para todos los organismos, debido fundamentalmente a la gran cantidad de 

variables que afectan la preparación, separación y resolución electroforética, 

siefibo cornúii qiie cada autor empiee una metodología diferente, incluso a 

igualdad de organismo y tejido analizado (Kephart, 1990). 

1.2.- Técnicas electroforéticas en macroalgas marinas. 
Las variables metodológicas introducidas por diversos autores en el 

análisis electroforético de macroalgas marinas se incluyen en las 4 etapas en 

que se puede dividir la electroforesis isoenzimática: 

1) Fase de almacenamiento. 11) Fase de extracción enzimática. 111) 

Fase de separación en el gel. IV) Fase de tinción. 

Aunque las diversas variables metodológicas introducidas dependen 

fundamentalmente de las especies analizadas, no existe ningún trabajo en 



1. Introducción metodología. 5 

macroalgas donde se hayan comparado y discutido estas variables. En todos 

los artículos se cita la metodología empleada sin discutir su elección, basada 

con escasas modificaciones en los métodos empleados en plantas superiores. 

La única revisión existente sobre electroforesis isoenzimática en 

macroalgas (Cheney, 1985) no describe la metodología empleada por otros 

autores ni discute la técnica electroforética aplicada específicamente a 

macrófitos marinos (tampones de extracción, sistemas de tampones de 

separación y métodos de tinción) discutiendo los aspectos metodológicos en 

base a los trabajos desarrollados en helechos (Soltis et al., 1983) y plantas 

superiores (Gottlieb, 198 1). 

La revisión de la metodología aplicada a macroalgas marinas se 

resume en la Tabla l. 1, donde se resumen los trabajos de electroforecir en 

estas plantas, señalando los tampones de extracción empleados, las enzimas 

y especies analizadas, así como el método de separación electroforetico 

utilizado. 



TABLA 1.1. Metodología aplicada y enzirnas analizadas por electroforesis en rnacroalgas marinas. 

Especies acriiamida Almacena- Tampón Homoge Ceníri- Tampón Enzinias Referencia. 
(P). Almi- miento. extmxión. nc:ización. fugación. separaci6n. detectadas. 
d6n (A). 

FEOFITAS . 

Chorda filum P(7.5 %) No alma- Fosfato 7.0. Homogenei- 
Chordaria flageliformis cenan las NaCl. zador me- 
Fucus filiformis muestras Tris-HC1 7.8 ccánico. 

P. fosfato 8.35 
Borato Na 8.5. 
Otros. 

Fucus serratus P Plantas MOPS 7.4 Mortero 
Alaria esculenta 6.4 % secas4"C Vit.C,DTT conNq. 
Ascophyllum nodosum 7 días. PVPP, CaC12, 

Tween-80 

F. serratus 
F. vesiculosus 
F. espiralis 
Laminaria digitata Iguales condiciones que Marsden et al. 1981. 
L. hyperborea 
L. saccharina 
Pelvetia canaliculata 

12000 x g Sistema GP Young, 1970. 
30' discontinuo 

Davis. 

5000 x g Sistema ACP, ALP Manden et al. 
5' discontinuo PX, MDH, 1981. 

Davis. EST 

ACP, ALP Marsden et al. 
LAP, 1984a, 1984b. 
MANlPDH 

O Un~veroldad de Lar Palmar de Gran Canaria Biblioteca Digital, 2003 



TABLA 1.1. Continuación. 

Xiphophora gladiata Plantas Marsden Mortero 1500 x g Tris-Citrato 8.6 21 enzimas Rice y Crowden 
X. chondrophyla. P frescas 1981. con N2. 5' 1987. 
Hormosira banksii 13.0 % 24-48 h. Prensa con 
Phyllospora comosa 4°C bomba 
Caulocystis uvifera hidráulica. 
Cystophora xiphocarpa 

Ulva lactuca Igiliales condiciones que Young, 1970. 
Enteromorpha sp 
Spongomorpha arcta 

Enteromorpha A (12%) Cultivo. Tris-HC1 Homoge- 3000 x g Tris-Borato 8.9 AMY, GOT Innes y Yarish 
linza. P (5-7.5%) 1-4 semanas 8.0 neizador 10' PGM,,TO 1984. 

sacarosa. de: cristal TEB 8.7 Innes, 1987; 1988. 

Codium fragile A (12%) 4°C. 12 h. Tris-HC1 Homoge- 3020 x g TEB 8.6 ACP, ALP, Malinowsky , 1974. 
7.0, EDTA neizador 10' TEC 8.0 CAT, MDH, 
NADP, Me mivcánico Tris-Glicina 8.6 GOT, G6PDH 

PGI, PEP, TO. 

Chaetomorpha linum No almace- Tris-HC1 Mortero No centri- Cheney y MDH, PGI, Blair et al., 1982. 
C. atrovirens A (12%) nan las 6.8, PVP, fugan las Babbel, 1978 G~PDIH, ACP 
C. aerea muestras EDTA muestras 
C. melagonium 
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TABLA 1 . l .  Conthiuación. 

Ulva mutabilis A (7.5 %) Cultivo Tris-HCL Prensa 11500 rpm Tris-Sulfato 9.0 GP' Hoxmark, 1975. 
9.4, NaCl francesa 20'. 
EDTA 20000 rpm 

20' 

Ulva mutabilis A (en gra- Cultivo ? ? Prensa 110000 x g SDS-DTT GP 
diente). francesa 15' Tris-HCL. 
IEF. 

Hushovd et al. 1982 

RODOFITAS. 

Chondrus crispus Ver Young, 1970. 
Polysiphonia sp 
Porphyra umbilicaliic 
Corallina officinalis 
Rhodymenia palmata 

Young, 1970. 

Eucheuma nudum A (12%) Cultivo Tris-HC1 Mortero No centri- Tris-Glicina 8.3 MDH, ACP Cheney y Babbel, 
E. acanthocladum 1 semana. 6.8, EDTA fugan las Tris-citrato 7.6 PGí, PGM 1978. 
E. isiforme muestras TO. 
E. gelidium 

Chondrus crispus Iguales condiciones que Cheney y Babbel, 1978. MDH, PGI Cheney y Mathieson, 
PG:M, ACP 1979. 

Porphyra tenera A (1 1.5 %) Congela- Agua Homoge- 3500 rpm Tris-Citrato 7.0 CA'T, TO, Miura et al., 1978a 
P. yesoenzis ción destilada neizador 10' PX., MDH, 
P. kuniedci extracto de cristal GDH, PGI, 
P. pseudolinearis -20°C EST, GOT, 

6-16 h. LAIP. 

O Unlver6ld.d de Lar Palmar de Gran Ciinaria Biblioteca Digital, 2003 



TABLA 1.1. Continuac56n. 

P. yesoenzis Iguales condiciones que Miura et al., 1978a. CAT Miura et al., 1978b. 

P. yesoenzis Iguales condiciones que Miura et al., 1978a CAT,PX, Miuraetal.,1979. 
MDH!, IDH, 
PGM, PGI. 

P. yesoenzis A (11.5%) Congela- Agua Homoge- 3000 rpm Fujio, 1984. 12 enzirnas. Fujio et al. 1985; 
ción talos destilada neizador 25' 1987. 
y extracto sacarosa de cristal 
-80°C. 

P. yesoenzis A (??) Congela- Agua ? ? 3000 rpm Shaw y Prasad PGI, IPGM Okumura y Fujino 
Undaria pinnatifida ción talos destilada 20' 1970 GDH 1986. 

y extracto glicerol 
-20°C. 

Goniotrichum alsidii P (7%) Cultivo Tris-HCl Homoge- 20000 x g Sistema EST, .ACP Mallery y Richardson 
Erythrocladia sp 8.0 cis- neizador 30' discontinuo LAP,BP. 1971;1972. 
E. carnea teina Diiall y Davis 
Bangia fuscopurpurea Ten-Broeck 
Porphyra leucosticta 
Acrochaetium sagraearium 
Nemalion multifidum 
Trailliella intricata 
Ceramium fastigiatum 
Seirospora griffithsiana. 
Spermothamnion turneirii 
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TABLA 1.1. Contiriuación. 

P. mollis 
P. callophylloides 
Devaleraea ramentíicea 
Halosaccion glandiforme 

Palmaria palmata A(12.5%) Cultivo MOPS 7.4 Mortero 1OOOOrpm TEB 8.6 14 enzimas Lindstrom y South, 
P. hecatensis 4 meses PVP, EDTA con N2 10' 1989. 

Congela- Me, MBS Homoge- 
ción -20 O C ascórbico neizador 
y -80°C 
Liofiliza- 
ción. 

aspas. 

Porphyra fallax A (12%) 
P. abbottae 
P. kanakaensis 
P. torta 
P. sanjuanensis 

Callithamnion tetricum 
C. sepositum 
C. granulatum IEF 
C. hookeri A (SDS) 
C. tetragonum 

Cultivo Iguales condilciones que Lindstrom y South, 1989. 13 enzimas Lindstrom y Cole, 
Congela- 1990. 
ción -80°C 

Congela- Marsden et Mortero 5000rpm IEF3.5-9.5 GP. Price et al., 1987 
ción ta- al., 1981. N2. 15' Davis con 
los en N2 SDS. 
Liofiliza- 
ción extrac- 
tos. 

TEB = Tris-EDTA-lbrato. TEC = Tris-EDTA-Citrato. IEF == Isoelectroenfoque. ACP = Fosfatasa ácida. ALP = Fosfatasa alcalina. AMY = 
Amilasa. BP = Biliproteínas. CAT = Catalasa. EST = Esterasia. GDH = Glutamato deshidrogenasa. G6PDH = Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa 
GOT = Aspartato a.minotransferasa. GP = Proteínas totales. IDH = Iscci trato deshidrogenasa. LAP = Leucin aniinopeptidasa. MDH = Malato 
deshidrogenasa. MAN 1PDH = Manitol 1 fosfato deshidrogeniasa. PEP := Peptidasa. PGM = Fosfoglucomutasa. PGI = Fosfoglucoisomerasa. PX 
Peroxidasa. TO = Tetrazolium oxidasa. 
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1.2.1 .- FASE DE ALMACENAMIENTO. 

La imposibilidad de realizar el análisis genético completo en un sólo 

ensayo y en el mismo momento de recoger las muestras obliga a almacenarlas 

durante un tiempo hasta su empleo en la electroforesis. En plantas superiores 

se ha descrito la pérdida de actividad enzimática tras el almacenamiento de 

las muestras a -20°C (Kephart, 1990), relacionándose esta pérdida con la 

ruptura de la compartimentalización celular y la consecuente producción de 

cambios oxidativos que inhiben las enzimas (Loomis, 1974). Por el contrario, 

la ultracongelación constituye un método de almacenamiento que permite 

preservar la actividad enzimática de los extractos proteicos de plantas 

superiores durante espacios de tiempos muy prolongados (hasta 1 6 2 años), 

(Kephxt, 1990). 

La variedad de tipos de almacenamientos empleados en macroalgas 

(Tabla 1.1) indica claramente el carácter empírico de esta fase. 

En Rodofitas y Clorofitas se ha empleado mayoritariamente el 

cultivo de las especies en laboratorio hasta su posterior utilización (Cheney 

y Babbel, 1978; Innes y Yarish, 1984; Innes, 1987; 1988; Lindstrom y South, 

1989; Hushoud et al., 1982; Malinowsky, 1974; Mallery y Richardson, 1971; 

1972). Por lo general se emplea agua de mar filtrada, sin especificarse el 

régimen de luz empleado. Con diversas especies de Porphyra, se ha empleado 

la congelación de los talos o de los extractos a -20°C y -80°C como sistema 

de almacenamiento, aunque no se menciona el tiempo en que se mantuvieron 
ius &dos cofigeiabus, se ha cuáriiificado la la de 

enzimática debida a la congelación. Miura et al. (1978a; 1978b; 1979) realizan 

la homogeneización de los individuos inmediatamente después de la 

recolección, almacenando posteriormente los extractos a -20°C entre 6 y 16 

horas. Fujio et al. (1985; 1987) congelan previamente los talos a -80°C (sin 

especificar el tiempo de congelación), a continuación realizan la extracción 

enzimática y vuelven a congelar el extracto durante un día, después del cual 

centrifugan y lo emplean para la electroforesis. Okumura y Fujino (1986) 

congelan a -20°C indistintamente los talos y el sobrenadante, sin especificar 

el tiempo ni evaluar la pérdida de actividad enzimática. 



Lindstrom y South (1989) estudiaron el efecto del almacenamiento 

de los talos a -20°C, a -80°C y tras liofilizar los extractos, encontrando que 

ciertas enzima (GóPDH, GOT, PGM, SOD y 6PGDDH) perdían actividad 

si los talos se almacenaban a -20°C, mientras que la conservaban si se 

almacenaban a -80°C o se liofilizaban. Igualmente, Innes y Yarish (1984) 

almacenaron los extractos de Enteromolpha linza, a -80°C sin encontrar 

pérdida de actividad enzimática (Tabla 1.1). 

En Feofitas, Marsden et al. (1981; 1984a; 1984b) y Rice y Crowden 

(1987) han conservado los talos a 4°C entre 24 h y más de una semana. La 

extracción proteica posterior no permitió detectar variación alguna en la 

resolución enzimática después del peridn de t i emp en q~pv se rn~mxiem:: 

almacenadas las muestras (Tabla 1.1). 

Otros autores (Price et al., 1987) almacenan los individuos en 

ni-ü6geno líquido hasta su posterior utilización, encontrando una pérdida 

importante de actividad enzimática si se emplea otro sistema de al- 

macenamiento (J. Price, 1990. com. pers.). 

1.2.2.- FASE DE EXTRACCION. 

Aunque la extracción enzimática constituye la fase más crítica del 

proceso electroforético (Cheney, 1985) es uno de los aspectos experimentales 

menos considerado y discutido en la literatura. La mayoría de los artículos, 

tanto refe.ridm U p!mUs sqeri~res  c m =  a macr~dgas, &ii ki humügeíleiza- 

ción y la composición de los tampones de extracción empleados sin discutir 

o ensayar otras metodologías (Cheney y Babbel, 1978; Innes y Yarish, 1984; 

Miura et ai., 1979; Kephart, 1990). 

Ruptura del tejido. Uno de los métodos empleados para la 

homogeneización del tejido de macroalgas ha sido la trituración manual con 

ayuda de mortero en nitrógeno líquido (Marsden et al.,  1981; 1984a; 1984b; 

Rice y Crowden, 1987; Lindstrom y South, 1989; Price et al., 1987), (Tabla 

1.1). El nitrógeno líquido evita el calentamiento del tejido debido al 

rozamiento producido durante el proceso de trituración y ayuda a romper los 
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t d ~ ~  r.~n-ist_P,n_r.ia ~n_t!aginnu y d_ifír;le- de rompo (Cheney 1985), 10 w e  

permite reducir el tiempo de extracción. En especies con talos esponjosos el 

empleo de nitrógeno líquido puede ser perjudicial ya que por su alto 

contenido en agua aumenta la dureza de los talos y dificulta la homogeneiza- 

ción (Cheney , 1985). 

Otros métodos empleados en la homogeneización de tejidos de 

macroalgas han sido la prensa francesa (Hoxmark, 1975; Hushovd et al., 1982) 

y homogeneizadores mecánicos de aspas o cristal (Innes, 1984; Innes, 1987; 

1988; Malinowsky, 1974; Mallery y Richardson, 1971; 1972; Linsdtrom y 

South, 1989; Lindstrom y Cole, 1990), (Tabla 1.1). 

w d.. ..-.4-A...:A- r1 ---l-- A- A:4?A..A-&A" &:-A" A- &------m ~ ; a ~ u y u i i a  uc: ~ ~ ~ i a ~ ~ i u i i .  GI C I I I ~ W  uc UIICICIILC~ UpU3 uc LrLIII~UIIG3 

y pHs puede variar el número de bandas y la resolución de las enzimas 

(Young , 1970; Cheney , 1985; Kephart, 1990; Gottlieb, 198l), siendo necesario 

determinar los tampones de extracción más adecuados para cada especie 

(Kephart , 1990). 

La naturaleza de la especie y su composición bioquímica constituyen 

los factores más importantes a la hora de elegir un tampón de extracción 

adecuado (Cheney, 1985). En este sentido, las algas pardas constituyen un 

grupo especial en cuanto a la extracción enzimática, debido a los elevados 

contenidos en polifenoles (9-14% de peso seco), mucííagos y alginatos, 

compuestos que inhiben fuertemente la actividad enzimática. Estos compues- 

tos son ios responsabies de ia compieja metdoiogía de extraccion enzimática 

empleadas en las Feofitas. En todos los trabajos de electroforesis isoenzimáti- 

ca en algas pardas (Marsden et al., 1981; 1984a; 1984b; Vilter y Glombitza, 

1983; Rice y Crowden, 1987) se ha empleado un complejo tampón de 

extracción con numerosos componentes antioxidantes de bajo peso molecular 

(2-Me, DTI', ácido ascórbico) estabilizadores de proteínas (BSA,, PVPP), 

detergentes (Tween-80) y quelantes (EDTA) (Tabla 1.1). 

Por el contrario, en la mayoría de las especies de Rodofitas y 

Clorofitas se han empleado tampones de extracción más sencillos. En varias 

especies de Porphyra (Miura et al., 1978a; 1978b; 1979; Fujio et al., 1985; 

1987; Okumura y Fujino, 1985) se ha realizado la extracción con agua 



destilada y algún polisacárido que aumente la densidad del extracto, (sacarosa 

o glicerol), aunque el tampón Tris-HC1 a diferentes pH, ha sido el más 

empleado (Cheney y Babbel, 1978; Blair et al., 1982; Mallery y Richardson, 

1971; 1972; Innes y Yarish, 1984; Malinowsky, 1974; Hoxmark, 1975; Young, 

1970) (Tabla 1.1). 

La mayoría de los componentes añadidos a los tampones de 

extracción tienen la función de estabilizar las enzimas, reduciendo la 

interacción entre los compuestos secundarios, liberados como consecuencia 

de la ruptura de la compartimentalización celular, y las proteínas o sus 

productos de reacción (King, 1971; Carr y Johnson, 1980). 

Entre los cvíiiy'iiestos más empladuls en 1a en~~iiaccitñ enzimáuca en 

plantas superiores y macroalgas destacan: 

- El polímero sintético PVP o PVPP que se une por puentes de 

hidrógeno a los fenoles formando un complejo insoluble limitando la acción 

de los polifenoles y taninos (Loomis, 1974). 

- Agentes antioxidantes (DTT, ácido ascórbico y metabisulfito sódico) 

que inhiben la acción fenoloxidasa, la cual convierte fenoles en quinonas que 

interactúan con los grupos aminas de las proteínas inhibiéndolas (King, 1971; 

Kephart, 1990). 

- Agentes quelantes (EDTA) que se unen a iones metálicos que 

pueden ser inhibidores potenciales de muchas enzimas (Marsden et al., 198 1). 

- &tergentes q u e  aumentan la iiberación de proteínas unidas a 

membrana uween-80, Tritón X-100) (Marsden et al., 198 1; Soltis et al., 1983). 

- BSA que actúa como competidor de los agentes inhibidores de las 

enzimas, uniéndose a fenoles de bajo peso molecular (Kephart, 1990; 

Marsden et al., 1981). 

- Otros cofactores que ayudan a conservar o aumentar la actividad 

enzimática tales como ClNa, Cl,Mg, C12Mn, NAD y NADP (Malinowsky, 

1974; Coesel y Menken, 1986). 

Otro de los factores que influye en la actividad enzimática es la 

dilución del tejido con el tampón de extracción. Una dilución excesiva del 
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tejido origina una escasa actividad enzimática, debido a la relativamente ba!a 

concentración de proteínas en macroalgas (Marsden et al., 1981; Cheney, 

1985; Price et al., 1987). Aunque la mayoría de los autores no especifican la 

relación peso fresco:volumen empleada, ésta suele ser de 1: 1 6 1:2 (Hoxmark, 

1975; Young, 1970; Lindstrom y South, 1989; Lindstrom y Cole, 1990; 

Malinowsky, 1974). En Feofitas se ha descrito como necesario la con- 

centración y purificación de las proteínas empleando sulfato amónico y 

cromatografía de intercambio iónico para poder obtener una actividad 

enzimática adecuada (Marsden et al., 1981; 1984a; 1984b; Rice y Crowden, 

1987). 

Otro factor que influye en la obtención de actividad enzimática es 
1.i rnntt;fiinclrLh AP IAP nvtmrtn~ P ~ P ~ P Í J  X I  Rahhpl /107Q\ hcrn rler~ritn n i i ~  la  WCIICLLLU~U~AVII uw ZVO WAUUWCVO. VILWL~WJ J YUVVWA I V, SI-I U W Y V ~ A L V  3 

la extracción de proteínas en Eucheuma da mejores resultados sin centrifuga- 

ción de los extractos, relacionándolo con la menor interacción de los 

carragenatos con las proteínas. Por lo general, en macroalgas se han 

empleado bajas velocidades de centrifugación (entre 3.000 y 5 .O00 x g) (Tabla 

1.1). 

1.2.3.- FASE DE SEPARACION EN EL GEL. 

Los dos tipos de matrices empleados en electroforesis isoenzimática 

han sido los geles de poliacrilamida y de almidón, cuyas ventajas e incon- 

venientes relativos han sido discutidos ampliamente por varios autores 

(Oelshiegel y SAtahriimn, 1973; Sliidds ei d., 1983; Cheiiey, 1985). 

En macroalgas la utilización de los geles de acrilamida o almidón ha 

dependido directamente del objetivo del trabajo. Los geles de almidón, 

debido a la posibilidad de teñirlos para varias enzimas en un solo ensayo, a 

su mayor facilidad de manejo, a la rapidez de su fabricación, a su menor 

coste y a su nula toxicidad, se han empleado cuando el número de enzimas, 

el número de individuos y el número de poblaciones es elevado, es decir para 

estudios genéticos. Todos los autores que han empleado la electroforesis 

isoenzimática en macroalgas con fines genéticos han utilizado los geles de 

almidón como matriz separadora (Malinowsky, 1974; Miura et al., 1978a; 

1978b; 1979; Cheney y Babbel, 1978; Blair et al., 1982; Fujio et al., 1985; 



1987; Lindstrom y South, 1989; Lindstrom y Cole, 1990). Por el contrario, 

los geles de acrilamida se han empleado en estudios analíticos, donde el 

número de ensayos electroforéticos y el número de poblaciones muestreadas 

es bajo (Young, 1970; Mallery y Richardson, 1971; 1972; Richardson y 

Mallery, 1973; Hoxmark, 1976; Hushoud et al., 1982; Marsden et al., 1981; 

1984a; 1984b; Vilter y Glombitza, 1983; Rice y Crowden, 1987; Price et al., 

1987). 

En ocasiones la naturaleza de la enzima analizada es la determinante 

de elección de una matriz u otra. La amilasa, no puede analizarse en geles 

de almidón. 

Los tampones del gel y de Inr dec@ n̂crc Yepem!er? de 14 matííz 

utilizada. El sistema de tampones más empleado en los geles de acrilamida 

en macroalgas ha sido el sistema discontinuo descrito por Davis (1964) (Tabla 

l.!), mkiití~~ qüe en 10s geies de aimición ei sistema de tampones más 

empleado ha sido el sistema Tris-EDTA-Borato (TEB) pH 8.6 (Malinowsky, 

1974; Innes y Yarish, 1984; Innes, 1987; Innes, 1988; Lindstrom y South, 1989; 

Lindstrom y Cole, 1990) (Tabla 1.1). 

1.2.4.- FASE DE TINCION Y ENZIMAS ANALIZADAS. 

La fase de tinción es, junto con los tampones de separación, la fase 

más estandaizada dentro de !S! dect,.sfmesis iswizi~áti~ri cii rnaciodgas. 

La mayoría de los autores han empleado técnicas convencionales de tinción 

descritas en otros organismos (Scandalios, 1968; Shaw y Prasad, 1970; Harris 

y iíopkinson, i976; ~ickey,  1979; Soltis et al., 1983; Vailejos, 1983). h s  

sistemas más ensayados en macroalgas los constituyen los sistemas enzimáti- 

cos del metabolismo intermediario que aparentemente no difieren de los 

sistemas enzimáticos de plantas superiores (Tabla 1.1). 

La inexistencia de actividad enzimática es uno de los aspectos menos 

discutidos en la literatura de la electroforesis de macroalgas marinas. Las 

excepciones las constituyen los trabajos de Miura et al. (1978a) que describen 

la no detección de actividad enzimática en Me, ADH, IDH, LDH, ODH y 
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PGM en 4 especies de Porphyra y los trabajos de Lindstrom y South (1989), 

que describen la no detección de actividad en ACP, ALP, CAT, IDH, SkDH 

y SORDH en 6 especies de Palmaria. Otros autores (Cheney y Babbel, 1978; 

Innes y Yarish, 1984) han mencionado la no inclusión de diversas enzimas 

debido a su pobre resolución. En ninguno de los casos se ha propuesto una 

explicación de la inexistencia de actividad enzimática ni se ensayaron 

metodologías alternativas de extracción o tinción. 

1.2.5.- EL EFECTO "SIN DESHIDROGENASA". 

Un fenómeno comúnmente descrito en la electroforesis isoenzimática 

de plantas superiores, microalgas y otros organismos, pero nunca en 

macroalgast es la aparición de bandas en ausencia de sustrato. Este fenómeno 

se ha descrito principalmente en los sistemas de deshidrogenasas, y se le ha 

denominado en lenguaje anglosajón, "nothing dehydrogenare eflect" (efecto 

sin deshidrogenasa), (Wilkinson, 1970; Cheney , 1985). Aunque no se conocen 

con exactitud las causas que originan este fenómeno, como las bandas suelen 

ser ser débiles y se desarrollan más lentamente, se han atribuído a la 

degradación de diversas enzimas (Kephart, 1990), aunque las especulaciones 

sobre su origen son muy diversas. Algunos autores (Wilkinson, 1970; Shaw y 

Koen, 1965) sugieren que tales bandas son consecuencia de la existencia de 

impurezas (alcoholes) en los reactivos empleados (incluso cuando se 

encuentran altamente purificados) que pueden ser empleados por la alcohol 

derhidrngenau. IIzmis y IInpkimx (1976) cnnsidemn que d "sin Aeuhidro-- bw 

nasa" puede ser debido a la acción de la enzima LDH (una de las enzimas 

más activas en los tejidos animales) aunque también se ha atribuído a la 

acción de ia gaiactosa deshidrogenasa (Cuatrecasas y Segaí, í9672, shihmato 

deshidrogenasa, fosfoglucomutasa y fosfoglucoisomerasa, debido a la 

existencia de sustrato endógeno unido a las isoenzimas (Kephart, 1990). Otros 

autores han observado incluso variabilidad genética en estas bandas, 

analizándolas como la enzima nothing deshidrogenasa (NDH. EC 1.1.1 .?) 

(Eanes y Koehn, 1978). Otros han considerado que el fenómeno "sin 

deshidrogenasa" es debido a un exceso de PMS en la tinción, (Hashimoto et 

al., 1964) o a diversos aspectos metodológicos (tampón de extracción 



inadecuado, estado fisiológico del tejido o sobrecalentamiento de los geles 

durante la separación electroforética) (Kephart, 1990). También se ha 

descrito que el efecto "sin deshidrogenasa" puede ser debido a la utilización 

de cantidades excesivas de agentes tiólicos @or ejemplo 2-mercaptoetanol) 

(Harris y Hopkinson, 1976; Kephart, 1990) o debido a un almacenamiento 

prolongado de los extractos en solución acuosa, si estos no se han almacenado 

en condiciones de ultracongelación (-60 a -80°C) (Harris y Hopkinson, 1976; 

Lindstrom y South, 1989; Kephart, 1990). 

Otros factores que pueden aumentar el número de bandas fantasmas 

en la electroforesis en acrilamida es el empleo de cantidades excesivas de 

persulfato en la polimerización del gel Prewer, 1967; Hames y Ri-kw~nr', 

1983). Los iones libres de persulfato pueden unirse a grupos iónicos de las 

proteínas inactivándolas, obligando a realizar una pre-electroforesis inicial sin . nri. a P.,. mes'uas pxa. d i a i i i i ~  estos iones libres (Maurer, IY I 1; Marsden et al., ir 81 ; 

Hames y Rickwood, 1983; Soudek y Robinson, 1983). 

En cualquier caso, el tiempo y el coste empleados en realizar 

experiencias diseñadas específicamente para identificar las causas del 

fenómeno probablemente no compensan los resultados. La estrategia más 

sencilla, y la comúnmente empleada, es realizar controles sin sustrato durante 

la tinción para identificar "las bandas fantasmas". 
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2.1.- Descripción de las especies. 
2.1.1.- Gelidim e-ensis. (Grunow). Seoane-Camba. 

Especie perteneciente a la Familia Gelidiaceae, Orden Gelidiales. 

Son plantas de color rojo-negruzco y ramificación irregular (dística) con 

tendencia a una estructura corimbiforme sin diferencias especialmente 

marcadas entre el eje principal y las ramas (Seoane-Camba, 1979). Los talos, 

cartilaginosos, son generalmente, cilíndricos y fijados al sustrato por rizoides 

(Foto 1). Aparecen en las poblaciones naturales formando un "césped" que 

agrupa muchos talos, muy cercanos unos de otros, dificultando el reconoci- 

miento de individuos. Los individuos en fase reproductora, garnetofito 

femenino y esporofito; son fácilmente identificihles h ~ j e  hpa, pcr !as 

estructuras reproductoras que presentan, cistocarpos, en el gametofito 

femenino, y tetraesporangios en el esporofito (Figura 2.1). 

2.1.2.- Gelidium arbusculcz. Bory . 
Especie perteneciente a la Familia Gelidiaceae, Orden Gelidiales. De 

morfología similar a Gelidium canariensis, pero de talo más aplanado y color 

más rojizo. Su tamaño es variable, (hasta 10 cm) y con ramificaciones a partir 

de los bordes. En la base de los talos surgen rizoides a partir de los cuales 

se produce la regeneración de nuevos talos (Foto 1). Las estructuras 

reproductoras son muy similares a las descritas en Gelidiwn canariensis, 

fdcilmente nhsembler h2j0 ! ~ p  (Fig'::a 2.1). 

2.1.3 .- Gracilaria ferox. J. Agardth. 

Especie perteneciente a la familia Gracilariaceae del orden Gigar- 

tinales. Son plantas de talo erecto de 4 a 10 cm., de color rojizo-marrón 

llegando a un color verde oscuro según su estado fisiológico. Las ramas 

surgen en disposición regular a lo largo del talo, dando una apariencia 

conmbosa en las zonas superiores y con ápices obtusos o agudos (Foto 1). El 

gametofito femenino se distingue a simple vista en estado reproductivo por 

la aparición de cistocarpos prominentes y pigmentados en toda la superficie 

del talo. 



Gelidium canariensis (Grunow) Seoane-Camba 
- 

Gelidium arbuscula (Bor y ) 

Gracilariei ferox ( Agard t h:) 



FIGURA 2.1. Ciclo de vida de Gelidim. A: Detalle de los cistocarpos del 
gametofito femenino. B: Detalle de los tetrasporangios del esporofito. 

CARPOSPORAS 

TETRASPORAS 

GAME TOFlTO 

(n) ? 
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2.2.- Tratamiento de las muestras. 
En el laboratorio las muestras se limpiaban una a una de epífitos y 

se eliminaba la zona de fijación (generalmente muy epifitada), clasificando 

cada individuo en tres grupos: l. - Gametofitos femeninos (estado haploide) . 
2. - Tetraesporofitos. (estado diploide). 3 .- Desconocidos. (cuando no fue 

posible distinguir ninguna estructura reproductora). 

Las condiciones de almacenamiento ensayadas fueron las siguientes: 

2.2.1.- ALMACENAMIENTOA -20°C. 

Se lavaron las algas con agua destilada o agua de mar durante unos 

segundos, se eliminó el exceso de agua con papel de filtro, se pesaron y se 

.,lm'~non.3+n" ,lll,bll,,ll e;i papel de dimiriio a -2O0C?1Um:e peltdos de : ieii ip q ~ e  

oscilaron desde varias horas hasta aproximadamente dos meses. 

2.2.2.- CULTIVO. 

Se emplearon cubetas de plástico de 25 x 50 x 8 cm (con 8 a 10 1 de 

medio de cultivo) divididos en 21 cuadrados de 10 x 8 cm aproximadamente, 

mediante una malla de plástico y con aireación constante. En cada cuadrado 

se cultivaron los individuos a 21°C con luz fluorescente en un régimen de 

16: 8 horas (luz:oscuridad), durante periodos de tiempo que oscilaron desde 

1 día a más de dos meses. En la elaboración del medio de cultivo se 

emplearon las soluciones patrón detalladas en la Tabla 2.1. 

2.2.3.- ALMACENAMIENTO EN NITROGENO LIQUIDO. 

Inmediatamente después de eliminar los epibiontes se introducían los 

individuos en bolsas de plástico y se almacenaban en el contenedor criogénico 

hasta su posterior homogeneización. 



TABLA 2.1. Composición de las soluciones stock empleadas en la elabora- 
ción del medio de cultivo. En la elaboración final se añadía 1 m1 de la 
solución de micronutrientes, 0.5 m1 de la solución EDTA-Fe y 1 m1 de la 
solución de vitaminas por cada litro de agua de mar filtrada. 

a) Solución de macronutrientes. 

b) Solución de micronutrientes. 

I & O 4  7u 1 A A 2 W  n 

H3BO3 
S04Mn.H2 
ZnCl 
CIC!~ 
EDTA-Na 2.2H20 
Agua 

c) Solución EDTA-Fe. 

FeSO 4.7H20 
Na2-EDTA.2H 20 
Agua 

70 gll 
58 gll 

2.3.- Homogeneización de las muestras. 

213111- T ~ ~ ~ N E E  DE EXWAPCION. 

Se ensayaron los 10 tampones de extracción descritos en la Tabla 2.2. 

2.3.2.- HOMOGENEIZACION SIN CENTRIFZJGACION. 

Los extractos obtenidos sin centrifugación, se ensayaron únicamente 

en electroforesis horizontal, homogeneizándolos con nitrógeno líquido o sin 

él. El material homogeneizado con nitrógeno líquido consistió tanto en 

fragmentos de individuos vivos (de cultivo) como congelado. Este material se 

homogeneizó en mortero de porcelana conteniendo aproxirnadamer!te unes 
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TABLA 2.2. Tampones de extracción ensayados. 

Agua destilada. 

Tris-HC1 0.1 M pH 7.4. 

Tris-HC1 0.1 M pH 6.8, EDTA Naz 1 mM, PVP 3 % (Cheney , 1985). 

Fosfato 0.1 M pH 7.4, MBS 0.017 M, Ácido ascórbico 0.2 M, DEDC 

0.016 M, PVPP 4%, 2-Me 1 % (Modificado de Soltis et al. (1983)) 

Tris-HC1 0.05 M pH 8.0, cisteína 2 mM. (Mallery y Richardson, 

1971). 

Tris-HC1 O. 1 M pH 7.4, A. ascórbico 0.2 M, EDTA 1 mM, PVPP 3 % 

Tris-Citrato 0.1 M pH 7.4,DTT 0.05M, Tween-80 0.1%; ClzMg 0.01 
I r .  n i r ~  n ni ~ r  n T r n n  r>m 
M, LIA U.UI M, rvrr 370 

Tris-HC1 O. 1 M pH 8.0, ClNa 0.2 M, NAD 10 mM, NADP 10 mM. 

Tris-Citrato 0.015-0.003 M pH 7.8. 

Tris-HC1 0.1 M pH 7.4, EDTA 2 mM, .PVPP 3 % , ácido ascórbico 

0.05 M, tween-80 0.1 % , ClNa 0.01 M, NAD 10 mM, NADP 10 mM, 

2-Me 0.1 % 

30 m1 de nitrógeno líquido. Sin dejar evaporar el nitrógeno líquido, se 

maceraron manualmente las muestras hasta convertirlas en un polvo muy 

fino. A continuación se realizaron dos tipos de ensayos: 

En el primero, los individuos homogeneizados se almacenaron entre un 

día a dos meses, a -20°Cantes de añadir el tampón de extracción. Posterior- 

mente, se añadía el tampón de extracción, se descongelaba el extracto y se 

ensayaba electroforéticamente. En el segundo experimento se almacenó el 

extracto crudo (con el tampón de extracción) a 4°C durante 1 a 3 días 6 a - 
20 O C entre 1 y 30 días. 

La homogeneización sin nitrógeno líquido se realizó en mortero o en 

cubetas de plástico puestos sobre hielo picado para evitar el calentamiento 

excesivo de las muestras por fricción, depositando las algas (entre 300 y 500 

mg) en las cubetas a las que se le añadía 1 m1 de tampón de extracción por 



gramo de tejido, y ocasionalmente un poco ' de arena de cuarzo como 

abrasivo. Los talos homogeneizados se dejaban desde unos minutos hasta 24 

horas con el tampón de extracción, agitando ocasionalmente antes de 

ensayarlos electroforéticamente. 

En todos los tratamientos empleados, se impregnaron de 4 a 6 papeles 

de filtro (Whatman 3MM) con el extracto acuoso, se limpiaban de restos de 

tejidos y se ensayaban en la electroforesis. 

2.3.3.- HOMOGENEIZACION CON CENTRIFUGACION. 

Las muestras homogeneizadas y centrifugadas se emplearon tanto en 

electroforesis horizontal (en almidin), como en verttcd (m zmilmidu). Un 

todos los casos, se separaron 3 a 5 gramos de algas, que se homogeneizaban 

en tampón de extracción. Las proporciones de tampón añadidas fueron de 

i : i , i : 2 y 1 : 3 peso:voiumen. La nomogeneización del te~ld0 se realizó 

siguiendo el proceso descrito anteriormente, tras lo cual se filtró el extracto 

por un filtro de nylon, transfiriendo el extracto líquido a un tubo de ensayo, 

(uno por individuo). Posteriormente se centrifugó a 3.500 rpm entre 20 a 60 

minutos a 2 "C. E1 sobrenadante se empleó directamente en la electroforesis 

o se almacenó a -20" C durante diferentes tiempos (desde un día hasta dos 

meses). 

2.4.1.- GELES DE ALMIDON. 

El procedimiento que se describe a continuación se empleó para fabricar 

dos geles de 17.5 x 15 x 2 cm con unas concentraciones de almidón que 

variaron del 11 al 13%. 

Una vez pesado el almidón se introducía en un quitasatos de 2 litros 

perfectamente seco. Por otro lado se disponían 900 m1 del tampón de gel, 

preparados según el procedimiento descrito en el apartado 2.4.2, de1 cual 

se separaban en un matraz aforado 650 ml, calentándolos hasta que el 

tampón comenzase a hervir; en estos momentos, se añadían los 250 m1 
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restantes del tampón al quitasatos y se disolvía el almidón. A continuación se 

vertía rápidamente el tamp6n hirviendo al quitasatos agitando vigorosamente 

para que no se formasen grumos y se disponía en una placa calentadora hasta 

que el almidón adquiría una consistencia viscosa de color blanquecina. Con 

una bomba peristáitica se extraía el aire de la solución hasta que desapare- 

cían las burbujas pequeñas en la solución, (aproximadamente 5 min). 

Posteriormente y de forma rápida y continua se vertía la solución, de 

consistencia gelatinosa, sobre moldes de plástico, dejándose enfriar a 

temperatura ambiente. Si se observaban burbujas en el interior del gel, se 

eliminaban con una pequeña espátula, antes que el gel se enfriase. 

Una vez frío adquiría una mayor textura y rigidez y se despegaba. con 

un histun de las p d e r  Iaterder dP.1 molde, evitmdn qfie 12 cnnt.rrcci6n de! 

gel, debido al enfriamiento, produjera grietas. Finalmente se cubría con un 

plástico para evitar la entrada de polvo y se dejaba enfriar hasta el día 

siguiente. 

2.4.2.- SOLUCIONES TAMPON EMPLEADAS EN LA ELECTRO- 

FORESIS DE ALMIDON. 

Los tampones empleados en la preparación de los geles de almidón, así 

como los empleados en las cubetas de electrodos fueron los siguientes: 

Sistema de Poulik. (Cheney, 1985). 

= E!ect:~d~s. 0.304 M de ácido b6íi;lco y 0. ! M de hidi6xid~ SW~CG, pE 8.6 

- Gel. 0.015 M de Tris y 3 mM de ácido cítrico, pH 7.8. 

Sistema Tris-Citrato. (Soltis et al., 1983). 

- Electrodos. 0.223 M de Tris y 0.069 M de ácido cítrico, pH 7.2. 

- Gel. 8 mM de Tris y 2.4 mM de ácido cítrico, pH 7.2. 

Sistema Tris-EDTA-Borato. pH 8.6. (Soltis et al., 1983). 

- Electrodos. 0.18 M de Tris, 4 mM de EDTA y 0.1 M de bórico pH 8.6. 

- Gel. 0.045M de Tris, 1 mM de EDTA y0.025M de ácido bórico, pH 8.6. 



Tris-Glicina. DH 8.3. (Cheney, 1985). 

- Electrodos. 0.304 M de ácido bórico y 0.1 M de hidróxido sódico, pH 8.6. 

- Gel. 9 mM de Tris, 0.025 M de glicina, pH 8.3. 

Citrato-Histidina. DH 7. (Soltis ei al., 1983). 

- Electrodos. 0.4 M de cítrico pH 7. 

- Gel. 5 mM de histidina pH 7. 

2.4.3.- GELES DE ACRILAMIDA. 

Para la fabricación de los geles de acrilamida se emplaroon como sopnrte 

dos planchas de vidrio de 20 x 18.5 cm, una de ellas con escotadura. Después 

de limpiar bien las dos placas de vidrio con gasa y alcohol, se impregnaban 

c m  paiafiiía tres. piezas de pifisiico de i5 x 206 x i,5 mm y se coiocaban con 

cuidado en los laterales y extremo inferior de uno de los cristales. A 

continuación se disponía el siguiente cristal encima de dichos plásticos, 

creando un espacio estanco donde se alojaba la solución a gelificar. Se 

sujetaba el conjunto con unas pinzas para que las placas quedaran bien 

adheridas al teflón espaciador. 

Según la concentración de acrilarnida empleada, se mezclaban las 

soluciones descritas en la Tabla 2.3, (excepto el TEMED) en un vaso de 

nrecinitxln y e h p b n  cefi ~ f i  pwe de p p d  "?aqf;,!m1' d cud :!e !e 
r----r---- 

practicaban unos orificios con un material punzante @ara evitar la expulsión 

de la solución del vaso) y se desgasifícaba en el interior de una campana de 

vacío conectada a una bomba peristditica durante 10 minutos. A continua- 

ción se añadía el TEMED, se agitaba pausadamente y se vertía con cuidado 

y lentamente entre las placas de vidrio, procurando que no se formaran 

burbujas. 

Para la electroforesis discontinua la solución del gel inferior se añadía 

en primer lugar, hasta que alcanzara las 314 partes del cristal y se cubría con 

agua destilada, la cual formaba una capa por encima del gel con una interfase 

uniforme, permitiendo la correcta polimerización del extremo superior del 
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gel. Una vez polimerizado se eliminaba el agua y en su lugar se añadía la 

solución del gel superior (hacinador o empaquetador) que se cubría con una 

pieza de metacnlato (peine) que formaba espacios (pocillos) para cargar 

entre 15 a 20 muestras. La polimerización de los dos geles oscilaba entre 15 

y 20 minutos. 

Como en la electroforesis continua sólo se dispone de un gel, el peine se 

colocaba directamente en la primera solución. 

Se emplearon concentraciones de acrilamida en el gel separador que 

oscilaron entre 5 y 12% , mientras que en el gel hacinador se empleó una 

concentración de 3.7 % . La polimerización de todos los geles de acrilamida 

fue catalizada siempre por (TEMED) y persulfato amónico (Tabla 2.3). 

La pre-electroforesis (conexión de la electroforesis antes de cargar las 
m 

muestras con el fin de eliminar el exceso de persulfato) se realizó durante 20 D 

- - 
m 
O 

a 30 minutos a 20-30 mA por gel. En la electroforesis discontinua se realizó - - 
0 

m 

la pre-electroforesis sin añadir el gel superior, y empleando como tampón de E 

O 

electrodos el mismo tampón, con la misma concentración, que el tampón del 
n 

E gel. Cuando posteriormente se cargaron las muestras, se sustituyó el tampón - 
a 

2 

de electrodos por el definitivo. n n 

n 

En la Tabla 2.4 se describen los tipos de cofactores que se añadieron 
3 O 

separadamente al tampón de gel y10 electrodos con la finalidad de determi- 

nar sus efectos como preservadores de la actividad enzimática. 

Antes de realizar la electroforesis vertical se añadió sacarosa sólida o 

glicerol hasta un 20% plv al sobrenadante obtenido en la centrifugaciiín, con 

la finalidad de aumentar la densidad de las muestras antes de aplicarlas en 

los pocillos. 



TABLA 2.3.A. Prelparación de los geles de acrilamida. Sistema disconitinuo. 

Solución stock. 

Gel superior. Gel inferior. 

Concentracióin final de acrilamida en el gel. Tampón de 

3.7% 12% 10% 8% 7.5 % 5% electrodos. 

Acrilamida (30:O. 8). (ml). 3 14.4 12 9.5 9 6 - 
Tampón de gel (ml). 6 4.5 14.5 4.5 4.5 4.5 - 
Agua destilada (ml). 14 15 17 19 19 23 9 0 0  

Persulfato 1.5 % (ml). 1 2 2 2 2 2 - 
TEMED (~1). 36 17 17 17 17 17 - 
Tampón de electrodos (ml). 100 

Volumen final. !iml). 24 36 36 36 36 36 1000 



TABLA 2.3.B. Preparación de los geles de acrilamida. Sistema conitinuo. 

Solución stock. Concentración final de acrilamida en el gel. Tampón de 

12% 10 8 % 7.5 % 5% electrodos. 

Acrilamida (30:O. 8). (ml). 16 13 1.0.5 1 O 7 - 

Tampón del gel. (ml). 8 8 El 8 8 200 

Agua destilada. (ml). 14 17 l. 9 20 23 800 

Persulfato 1.5 % (ml) . 2 2 í! 2 2 - 

TEMED (fil). 25 25 1!5 25 25 - 
Volumen final. (ml). 50 50 50 50 50 lo00 



TABLA 2.4. Concentración de los componentes ensayados en los tampones de 
electrodos y gel en poliacrilamida. 

Compuesto. Concentración. Tampón de Gel o 

electrodos. 

NAD 

NADP 

1-25 mM ambos 

1-25 mM ambos 

O. 1-0.2 % ambos 

0.03-0.1 % electrodos - 
N 
- 

10-15 mM ClzMg ambos - 
m 
O 

- 
ClzCa 2-20 mM ambos - 

0 

m 

P l :  a - e - 1  5% 
E gel UllLCl u1 O 

Almidón 0.3-0.5 % gel n 

E - 
a 

2 

2.4.4.- SOLUCIONES TAMPONEMPLEADASEN ELECTRO- 
O 

FORESIS DE ACRILAMIDA. 

Se emplearon dos grupos de tampones según el sistema empleado. 

Sistema de Davis-Orstein. 
- Electrodos. Tris-Glicina pH 8.3 .Se ensayaron diferentes concentracio- 

nes: 0.025-0.192M y 0.0125-0.096M. 
- Gel inferior. Tris-HC1 pH 8.8,0.375 M. 
- Gel superior. Tris-HC1 pH 6.8,O. 125 M. 

Se empleó también el sistema discontinuo sin gel superior. 

Sistema continuo. 

Sistema Tris-Glicina DH 9. 
- Gel y electrodos. Tris 0.2 M y glicina 0.2 M, pH 9.0 
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Sistema Tris-HC1 DH 8 8  

- Gel y electrodos. Tris-HC1 0.1 M y 0.05 M pH 8.8. 

Sistema Tris-borato DH 8.8, 
- Electrodos. Tris-Borato 0.05 M pH 8.8 
- Gel. Tris-Borato 0.1 M pH 8.8. 

Sistema Tris-Citrato DH 8.5. 
- Gel y electrodos. Tris 0.5 M y citrato 0.03 M, pH 8.5. 

2.5.1.- ELECTROFORESIS EN ALMIDON. 

Se emplearon cubetas de plástico, de 7.5 x 22.5 x 4.5 cm, con un 

electrodo de platino de 0,s mm x 3 cm en un lateral de la misma a las que 

se añadían 250 m1 del tampón de electrodos, cubriendo por completo el 

electrodo. 

Con un rotulador se marcaban los moldes del gel en varias zonas: 

A 5 cm del extremo inferior donde se realizaba un corte en el gel 

para introducir los papeles impregnados con las muestras o se situaba el 

peine que formaba los pocillos, siendo el origen de la electroforesis. 

Dos marcas (a 3 cm dei extremo inferior y aei extremo superiorj que 

indicaban la disposición de las bayetas que ponían en contacto el tampón de 

electrodos y el gel. 

A 10 cm del origen indicando hasta dónde debía llegar el frente de 

la electroforesis. 

Si las -muestras se cargaban en papel de filtro, se cortaba el gel de 

almidón a la distancia anteriormente indicada y se introducían verticalmente 

en el corte realizado mediante unas pinzas. Se disponían entre 15 y 20 

papeles por gel en la ranura formada. Con ayuda de un capilar se impregna- 

ban varios papeles con una solución de azul de bromofenol 0.04% en etanol 

95 %, para saber en cada momento dónde se encontraba situado el frente. 



Para evitar la pérdida de contacto entre las dos partes del gel 

mientras está corriendo la electroforesis y debido al enfriamiento posterior 

del mismo, se introducía un trozo de bayeta de 18 - x 2 cm entre la pared 

inferior del molde y el gel. Finalmente se cubría el gel con un plástico de 12 

x 17 cm, evitando la desecación durante el tiempo que durase la electrofore- 

sis. 

Se aplicó una comente de 250 V, 80 mA durante 5 -a 20 minutos, 

después de los cuales se eliminaban los papeles insertos en él. Posteriormente 

se volvía a conectar la misma comente hasta que el azul de bromofenol 

alcanzara 10 cms desde el origen. 

Si las muestras se insertaban sin papeleles de filtro se aplicakm 

mediante una micropipeta automática, introduciendo 50 p1 en cada pocillo 

(de 0.4 x 1.5 cm) formado por los peines. A continuación se aplicaba la 

misma corienie de forma continua. 

2.5.2.- ELECTROFORESIS EN ACRILAMIDA. 

Se emplearon dos depósitos de 6,5 x 2 1 x 5,5 cm unidos por una placa de 

metacrilato de 21 x 25 cm. Ambos depósitos contenían un electrodo de 

platino de 0,5 mm de diámetro y 3 cm de longitud, conectado a un electrodo 

de grafito de 10 cm de longitud, lo que permitía una gran uniformidad de la 

comente en toda la cubeta. 

Las, mi'et_rar re cugab-n en lnr p̂ ci!!os mdizqte yna mir,r~i&c-ill- J 6U1"U 

o una pipeta automática, procurando formar una estrecha capa, minimizando 

así la difusión de la muestra a medida que se va introduciendo en el gel. Se 

empiearon pociiios cie diferentes capacidades, (0.5 x 1.5 cm, 0.4 x 1.5 cm y 1 

x 1.5 cm) variando el volumen de muestra en cada uno entre 50 a 100 p1 

según el peine empleado. Se aplicó inicialmente una comente de 20 mA, 150 

V por gel, con el cátodo situado en el depósito superior de la cubeta. Cuando 

el frente había penetrado en el gel inferior (origen), la corriente se aumen- 

taba a 30 mA, 250 V hasta que el azul de bromofenol llegara al final del 

mismo. En ocasiones se permitió que el azul de bromofenol se saliera del gel. 
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2.6.- Preparación de los geles - para la tinción. 

2.6.1.- GELES DE ALMIDON. 

Una vez concluida la electroforesis, se sacaba el gel, y se medía la 

distancia que había alcanzado el frente. A continuación se cortaba el gel en 

lonchas horizontales de 3 mm de grosor con ayuda de un alambre de acero 

de 0.5 mm de grosor. La primera loncha se eliminaba debido a las rugosida- 

des que normalmente tenía, y el resto se separaba y se introducía en las 

bandejas de tinción. Se obtenían 4 ó 5 lonchas de cada gel. 

2.6.2.- GELES DE POLIACRILAMIDA. 
CP n r r \ r ~ r l i A  C1,e igUd fcyma q ~ p  1 ~ s  geles C1,p dmi&jn, c ~ f i  !a 
V' y""".." 

diferencia que los geles de acrilamida no se cortaban en lonchas, introducién- 

dolos directamente en la cubeta de tinción. 

2.7.- Métodos de tinción. 
Las soluciones de tinción se preparaban entre 15 y 60 minutos antes de 

teñir el gel. Sólo las soluciones tampón y otras sales se conservaron en nevera 

como soluciones stock. Estas fueron: 

Solución tampón de Tris-HC1 1 M. Se empleó a pH 7.1,7.4,8 y 8.5. 

Solución tampón de Fosfatos 0.2 M. Se empleó a pH 5, 6, 6.8,7 y 7.4. 

Solución tampón de Tris-Maleico 0.1 M de tris maleico. pH 5. 
PI-l.--LI-- L ---- 1- 3-  ---A-A- A 'I x r  -TT Z 
DUIUEIUKI rampun ue aceüiiu u . ~  M, yri J. 

Solución de cloruro de magnesio (CL2Mg) al 10% 

Solución de cloruro de manganeso (C12Mn) al 10% 

Solución de B-Naftil acetato 1 % en acetona. 

Solución de MTT 1 % Se almacenó a 4°C protegido de la luz. 

Solución de PMS 1% Al igual que el MTT, se almacenaba protegido de la 

luz y a 4°C. 

Solución de ácido málico 1 M. Se añadían 13.4 g de ácido L-máiico y 1 g de 

carbonato sódico a 80 m1 de agua destilada. s e  agitaba lentamente debido 

a la formación de burbujas y se ajustaba a pH 8 con NaOH. A continua- 

ción se dividía esta solución en alícuotas de 25 m1 y se almacenaba a 



- 20°C. En ocasiones se disolvió el Acido málico en 100 m1 de Nazco3 1 

M a un pH final de 8. 

Solución de Acido glutámico 1 M. Se siguió el procedimiento descrito para el 

ácido málico, pero empleando 14.7 g de ácido L-glutámico. 

Solución de carbonato sódico 1 M. Se disolvían 10.6 g de Nazco3 en 100 m1 

de agua, conservando la solución en nevera durante varios meses. 

Solución de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Se disolvía la enzima liofilizada 

procedente de la casa comercial, en el volumen de agua destilada 

necesario para que en 100 pl hubiesen 40 unidades de la enzima. 

Para todas las enzimas se ensayaron dos tem-peraturas de reacción? 
D 

(temperatura ambiente y 37"C), diferentes concentraciones de sustratos, = O m 

diferentes tiempos de reacción y diferentes pH de reacción dependiendo de 
- e m 

E 
la enzima. E! Yemp de rs-icci6.n. eq!ea!e &mhie:: vxri;,6 según cada cmima, 

O 

hasta la aparición nítida de las bandas. Para tinciones donde se emplearon n 

E 

colorantes del tipo diazo, (EST, ALP) se dejaba ocasionalmente que la a 

n 

reacción transcumese toda la noche, mientras que en las reacciones 
n 

dependientes de las sales de tetrazolio, (deshidrogenasas, PGI, SOD, DIA y 3 
O 

PGM), la reacción sucedía en un máximo de dos o tres horas. 

Se ensayaron también diversas concentraciones de PMS (entre 0.032 y 

0.13 mM) y de MTT (entre 0.5 y 1 mM), los cuales se añadieron directamen- 

te a la solución de tinción a partir de una solución stock al 1 %. 

En el apartado 2.8 se describen los reactivos y condiciones experimentales 

ensayadas en cada enzima. La reacción se efectuaba en completa oscuridad 

except~ dmde se mmeiona esp~ificarrieliie. 

2.8.- Sistemas enzimáticos estudiados. 
Se estudiaron los 36 sistemas enzimáticos descritos en la Tabla 2.5. 
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TABLA 2.5. Sistemas enzimá_tiras emyrirln_c, Entre pl+bntPrir se indica !a 
clasificación de la Intemional Union of Biochemistry, I. U.B. 1979. 

ENZIMA. ABREVIA- CLASIFICACION 
CION. I.U.B. 

1. - Aconitasa 

2. - Alanina deshidrogenasa. 

3. - Alcohol deshidrogenasa. 

4. - Aldolasa. 

5. - Amilasa. 

6. - Ascorbato oxidasa. 

7. - Aspartato aminotransferasa. 

8. - Catalasa. 

9. - Dipeptidasa. 

10. - Endopeptidasa. 

1 l. - Enzima málico. 

12.- Esterasa. 

13. - Fosfatasa alcalina. 

14.- Fosfatasa ácida. 

15. - Fosfoglucomutasa. 

16. - Fosfoglucoisomerasa. 

17.- Fumarasa. 

18. - Galactosa deshidrogenasa. 

19.- a-Glicerofosfato dh. 
20. - GluCom-ó-f"sf&j &. 

2 1. - Glucosa deshidrogenasa. 

22. - Glutamato deshidrogenasa. 

23. - Hexoquinasa. 

24. - Isocitrato deshidrogenasa. 

25. - Lactato deshidrogenasa. 

26. - Leucin aminopeptidasa. 

ACO. 

ALADH. 

ADH. 

ALDO. 

AMY. 

AO. 

GOTIAAT 

CAT. 

DIPEP. 

ENDOPEP. 

Me. 

EST. 

ALP. 

ACP. 

PGM. 

PGI. 

FIJM: 

GALDH. 

aGPDH 

GóFDH. 

GlDH. 

GDH. 

HK. 

IDH. 

LDH. 

LAP. 

(EC 4.2.1.3) 

(EC 1.4.1.1) 

(EC 1.1.1.1) 

(EC 4.1.2.13) 

(EC 3.2.1.1) 

(EC 1.10.3.3) 

(EC 2.6.1.1) 

(EC 1.11.1.6) 

(EC 3.4.11-13) 

(EC 3.4.11-13) 

(EC 1.1.1.40) 

(EC 3.1.1.1) 

(EC 3.1.3.1) 

(EC 3.1.3.2) 

(EC 2.7.5.1). 

(EC 5.3.1.9) 

(EC 4.2.1.2) 

(EC 1.1.1.48) 

(EC 1.1.1.8) 

(EC l.i.i.49j 

(EC 1.1.1.47) 

(EC 1.4.1.2) 

(EC 2.7.1.1) 

(EC 1.1.1.42) 

(EC 1.1.1.27) 

(EC 3.4.11.1) 



TABLA 2.5. Continuación. 

27. - Malato deshidrogenasa. 

28. - NADH-deshidrogenasa. 

29. - NADH-Diaforasa. 

30. - Peroxidasa. 

3 1. - Sorbitol deshidrogenasa. 

32. - Shikimato deshidrogenasa. 

33 .- Succinato deshidrogenasa. 

34. - Superoxido dismutasa. 

35. - Triosa fosfato isomerasa. 

36. - Xantin deshidrogenasa 

MDH. 

NADH-DH. 

DIA. 

PX. 

SORDH. 

SKDH. 

SUCCDH. 

SOD. 

TPI. 

XDH; 

(EC 1.1.1.37) 

(EC 1.6.99.3) 

(EC 1.6.4.3) 

(EC 1.11.1.7) 

(EC 1.1.1.14) 

(EC 1.1.1.25) 

(EC 1.3.99.1) 

(EC 1.15.1.1) 

(EC 5.3.1.1) 

(EC 1.2.1.37) 

Reacción: Citrato o Isocitrato -t Cis-aconitato + H 2 0  

Reactivos: 

Tris-Hcl 1 M pH 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 20  m1 

Agua destilada . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  70 m1 

Acido Cis-Aconítico 1 % . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 m1 
en -- XAEP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  JU rrig 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  MTT 25mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  PMS 3 mg 
C12Mg 10% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 m1 

IDH (3 mglml agua) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 m1 

37°C. 
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2. ALANINA DESHIDROGENAS A. (ALADH. EC. 1.4.1.1). 

Reaccidn: L-Alanina + NAD -, Piruvato + NADH 

Reactivos: 

. . . . . . . . . . . . . . . .  Tampón fosfato 0.1 M pH 7 100 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  D,L-Alanina 200 mg 

NAD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 0 m g  

MTT 1 %  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 m l  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  PMS 1 %  0.5ml  

37°C 



-- 

3. ALCOHOL DESHIDROGENASA. (ADH. EC 1.1.1.1). 

Reacción: Alcohol + NAD -, Aldehído o cetona + NADH 

Reactivos: 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Etanol 96" 5 ml. 

Tris-HC1 0.1 M pH 8.0 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 

NAD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  40mg 

MTT 1% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3ml  

PMS 1% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.5ml 

37°C. 

Otros ensayos realizados: 

Se aumentó la concentración del etanol a 10 ml. 

Se vari6 el pH desde 6.5 a 8.5. 

Se ~ííadi6 V. 1 - 1 g UC C1,Mg 

Se sustituyó M'IT por NBT. 

4. ALDOLASA. (ALDO. EC 4.1.2.13). 

Reaccibn: Fructosa 1,6 difosfato -, Dihidroxiacetona fosfato 

+ D-gliceraldehído 3 fosfato. 

Reactivos: 

Tris-HC1 0.5 M pH 7.1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 m1 

Fructosa 1 ,6-difosfato.5H20 . . . . . . . . . . . . . . . .  600 mg 

Giicerdciehíáo S ÍosÍato desnidrogenasa . . . . . . . .  0.6 m1 

NAD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  50mg 

M'iT 1% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3ml  

PMS 1% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.5ml 

Agua destilada . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  90 m1 

37°C. 
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Reaccibn: Endohidrólisis de uniones l,4-a-glucosídicos en polisacáridos 

con tres o más unidades 1,4-a-D-Glucosa. 

Reactivos: 

SOLUCION A. 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Tris-HC1 0.1 M pH 7.4 100 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Almidón soluble 1 g 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Cloruro cálcico 0.02 M 

SOLUCION B. 

Iodo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 % 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Yoduro potásico . 20  g 
- 

Agua destilada . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 - O 

m 

E 

O 

Se sumergió el gel de acnlamida en la solución A durante dos a 24 horas. g 

Se lavó con agua y se añadió la solución B diluída 30 veces. 

Otras condiciones e&ayadas: 

Se varió el pH de ambas soluciones desde pH 6 a 8. 

Se añadió 1-3 g de ClNa a la solución A. 

Se variaron las concentraciones de la solución B. 

Se sustipyó el almidón soluble por arnilopectina unida con remazo!, a una 

concentración del 1 % . 
Se eliminó el cloruro cálcico. 

Se añadió 9.05 M áe CL2Ca ai tampón de geí y de eíectrodos. 

Se añadió 0.07 g de almidón soluble al gel de acrilamida. 



6. ASCORBATO OXIDASA. (AO. EC 1.10.3.3). 

Reaccibn: 2 L-Ascorbato + O2 -. 2 Dehidroascorbato + 2 H 2 0  

Reactivos: 

SOLUCION A. 

Tris HC1 0.1 M pH 8 . 0 . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 

Acido ascórbico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  20 m1 

SOLUCION B. 

Agua destilada . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 

DCPIP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  25 mg 

Se incubó en la solución A 15 minutos, se eliminó dicha solución y se colocó 

sobre el gel una pieza de papel de filtro impregnada en la solución B, 



11. Material y mktodos. Metodología. 43 

7. ASPARTATO AMINOTRANSFERAS A. Glutamato oxalacetato transaminasa. 

(AAT, GOT. EC 2.6.1.1). 

Reacción: L-Aspartato + a-Cetoglutarato -, Oxalacetato + L-Glutamato. 

Reactivos: 

SOLUCION A. 

Fosfato 0.2M pH 7.4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  80 m1 
Piridoxal 5 fosfato . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 mg 
Acido L-Aspártico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  400 mg 

a-cetoglutárico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  200 mg 

Se ajustó a pH 7.4 con NaOH 1 M. 

SOLUCION B. 

Fast Blue BB . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  150 mg 

Agua destilada . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  20 m1 

Se añadió la solución B en A inmediatamente antes de teñir el gel. 

Otras condiciones ensayadas: 

Se varió el pH desde 6.5 hasta 8.5. 

Se sustituyó el Fast Blue BB por Fast Garnet GBC o Fast Blue RR. 

Se varió la molaridad del tampón desde 0.1 hasta 0.5 M. 

Se vari6 e! tip de &m@n, ensqrnd~ Tris-HC! y ugua desti!ada. 

Se ensayó la adición separada de todos los componentes después de 

disolverlos en tampones separados y ajustar los pH de las diferentes 

soiuciones ai p~ empíeado. 

Se aumentó la concentración de los sustratos hasta 500 mg de cada uno. 

Se añadió PVP 1 g. 

Se añadió O. 1 g de BSA a la solución de tinción. 



8. CATALASA. (CAT. EC 1.11.1.6). 

Reaccibn: 2 H202 -, 2 H 2 0  + 0, 

Reactivos: 

SOLUCION A. 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  H202 3% 50 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Agua destilada 50 m1 

Se incubó el gel entre 15 a 30 minutos, se lavó con agua dos o tres veces, 

y se añadió la solución B. 

SOLUCION B. 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Agua destilada 100 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  KI 1.5g 

. . . . . . . . . . . . . . . .  Acido acético 2 6 3 gotas 

Ambas o x c i ~ n e s  se rpAimon a temperuttm mbiente. - -- 

Otras condiciones ensayadas: 

Se varió el orden de adición de las soluciones, añadiendo primero la . 

solución B y después de lavar con agua se añadió la solución A. 
3 
O 

Se sustituyó el agua destilada por fosfato 0.1 M pH 6-7. 

Se añadió 0.15 g hasta 2 g de MBS a la solución A. 

Se varió la temperatura de reacción introduciendo el gel sumergido en la 

solución A a 4°C. 

Se aumentó la concentración de KI hasta 3 g. 
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Reaccibn: Dipéptido + H 2 0  + L-aminoácido. 

Esta reaccibn se acopla a: 

Amino-Etil carbazol + H202 + PX -' Amino-Etil carbazol oxidado. 

Reactivos: 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Tris-HC1 1 M, pH 8.0 .20  m1 

3-Amino-9-etil carbazol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  40 mg 

Dimetil formarnida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2.5 m1 

L-Aminoácido oxidasa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 mg 

Peroxidasa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  A p a  destilada 75 m1 

L-Leucil-L-Alanina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  30 mg 

10. ENDOPEPTIDASA. (ENDOPEP. EC 3.4.11-13). 

Reaccibn: Péptido + H 2 0  -+ L-Aminoácido + Péptido. 

Reactivos: 

Fosfato 0.1 M pH 6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 m1 

Dimetil formamida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2.5 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Black K 60 mg 

C!,M~ 10% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.5!E! 

a-N-benzoil-D-L Arginina-B-Naftilamida . . . . . .  100 mg 



11. ENZIMA MALICO . (Me. EC 1.1.1.40) . 

Reaccidn: L-Malato + NADP + Piruvato + COZ + NADPH 

Reactivos: 

Tris-HC1 0.1 M pH 8.0 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  75 m1 

A. Málico 1,5 M pH 8 (con Nazco3 1 M) . . . . . .  25 m1 

NADP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  15 mg 

MTT 1% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 m l  

PMS 1 % . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.5 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Cl*Mg 10% 1 m1 

37°C. 

Otras condiciones ensayadas: 

Se varió el pH desde 7 a 8.5. 

Reacción:Ester carboxíiico + H 2 0  -, Alcohol + Acido Carboxíiico. 

Reactivos: 

Tris-HC1 0.1MpH 7.1 . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 

Fast Blue RR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 mg 

13 Naftil acetato (1 % en acetona) . . . . . . . . . . . . .  7 m1 

Temperatura ambiente 6 37°C. 

Otras condiciones ensayadas: 

Se varió el pH desde pH 6 hasta 8. 

Se ensáyf la tiñción empieando tampón Fosfato O. i M. 

Se varió el tiempo de adición del sustrato, añadiendo primero la solución 

de tinción con el colorante exclusivamente, y después de unos minutos se 

incorporó el sustrato. 

Se añadió 1 g de PVP. 

Se ensayó la adición de O. 1 g de CL2Mg, O. 1 g de Cl,Mn, 0.5 g de ClNa, 

Se probaron por separado, dos tipos de sustratos, cy y R Naftil. 
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13. FOSFATASA ALCALINA. (ALP. EC 3.1.3.1). 

Reacci6n: Ortofosfórico monoester + HzO -, Alcohol + Ortofosfato. 

Reactivos: 

. . . . . . . . . . . . . . . . . .  Tris-HC1 0.1 M pH 8.0 100 rnl 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Fast Blue RR 100 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Cloruro Magnésico 100 mg 

a 6 B Naftil ácido fosfato disódico . . . . . . . . . .  100 mg 

Temperatura ambiente ó 37 O C. 

Otras opciones ensayadas: 

Se varió el pH desde 7 a 8.8. 
m 

Sustitución del colorante Fast Blue por Fast garnet GBC o Black K. - m 
O 

Se añadió PVP, 1-3 g; C12Mn, 100 mg; C12Mg, 100-200 mg; ClNa 1-3 g. - O 

m 

Se aumentó la concentración del sustrato hasta 350 mg. E 

O 

n 

E 

14. FOSFATASA ACIDA. (ACP. EC 3.1.3.2). a 

n n 

Reaccibn: Monoéster ortofosfato + H 2 0  -, Alcohol + Ortofosfato. 3 
O 

Reactivos: 

Acetato 0.1 M pH 4.5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 

Fast Blue RR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 mg 

C!nmn Mqn6cicn . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  !m r;l.g 

a 6 B Naftil ácido fosfato disódico . . . . . . . . . .  100 mg 

Temperatura ambiente 6 37°C. 

Otras condiciones ensayadas: 

Se realizaron las mismas variaciones descritas para la fosfatasa alcalina. 

Se va1i6 el pH desde 4.5 hasta 5.5 



- 

15. FOSFOGLUCOMUTASA. (PGM. EC 2.7.5.1). 

Reuccibn: a-D-Glucosa-1,ó-bifosfato + a-D-Glucosa-1-fosfato -, a-D-Glucosa-6fosfato 

+ a-D-Glucosa- l,6-bifosfato. 

La reacción de tinción está acoplada a la siguiente reacción: 

Glucosa-6-P + NADP -, 6-P-Gluconato + NADPH ( G I U C O E ~ ~ - P - & ) .  

Reactivos: 

Tris-HC1 0.1 M pH 8.0 . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 

NADP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 mg 

MTT 1% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 m l  

PMS 1 % . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.5 m1 

C12Mg . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100mg 
a-D-Glucosa-1-P, sal disódica . . . . . . . . . . . . .  100 mg 

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa . . . . . . . . . . . .  40 u. 

37°C. 

En varias ocasiones se realizó la tinción de esta enzima y la PGI en la 

misma solución de reacción. 

Otras condiciones ensayadas: 

Se varió el pH desde 7 a 8.8. 

Se sustituyó el NADP por NAD. 

Se eliminó el C1,Mg del medio de tinción. 
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16. FOSFOGLUCOISOMERASA. GLUCOSA FOSFATO ISOMERASA. 

(PGI, GPI. EC 5.3.1.9). 

Reacción: Fructosa-6-P -, D-Glucosa-6-P + NAD(P) 

Esta reacción está acoplada a: 

D-Glucosa-6-P + NADP + 6-Fosfogluconato + NADPH ( G ~ U C O S ~ ~ - f ~ s f a t o  dh) 

Reactivos: 

. . . . . . . . . . . . . . . . . .  Tris-HC1 0.1 M pH 8.0 100 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  NADP 10 mg 

M'TT 1% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3ml  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  PMS 1% 0.51111 

ClzMg . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100mg 

. . . . . . . . . . . . . . . .  Fructosa-6-P, sal disódica 100 mg 

. . . . . . . . . . . .  Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 40 u. 

Otras condiciones ensayadas: 

Se varió el pH desde 7 a 8.8. 

Se sustituyó el NADP por NAD. 

Se eliminó el C12Mg del medio de tinción. 
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17. FUMARASA. FüMARATO HIDRATASA. (F'UM. EC 4.2.1.2) 

Reaccibn: Fumarato + HzO -. L-Malato 

Esta reacción está acoplada a: 

L-Malato + NAD -, Oxalacetato + NADH. (Mulalato dh) 

Reactivos: 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Tris-HC1 1 M pH 8 25 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Acido Fumárico Naz 3.2 g 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  NAD 30 mg 

MTT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  20mg  

PMS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Malato deshidrogenasa 40 u 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Agua destilada 75 m1 

37°C. 

18. GALACTOSADESHIDROGENASA. (GALDH. EC 1.1.1.48) 

Reacción: D-Galactosa + NAD -, D-Galactonato + NADH 

Reactivos: 

Tris-HC1 0.1 M pH 8-0 . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 E! 

D-Galactosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 g 

NAD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  50 mg 
m r -  r p  
1v11 1 i /o . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 mi 

PMS 1% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.5ml 
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19. GLICEROFOSFATO DESHIDROGENASA. (aGPDH. EC 1.1.1.8) 

Reacción: a-Glicerofosfato + NAD + Dihidroxiacetona fosfato 

Reactivos: 

Tris-HC1 0.1 M pH 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 

Glicerofosfato Na 1 M pH 8 . . . . . . . . . . . . . . . .  10 m1 

NAD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  50 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  MTT 1% 3 m l  

PMS 1% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.5ml 

Otras condiciones ensayadas: 

Se va16 e! pH desde ?.5 a 8.0. 

Se añadió entre O. 1 y 1 g de C12Mg. 

20. GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA. (G6PDH. EC 1 .l.l.49). 

Reacción: D-Glucosa-6-fosfato + NADP + 6-fosfogluconato + NADP. 

Reactivos: 

Tris-HC1 0.1 M pH 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 

Glucosa 6 fosfato . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 mg 

NADP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 mg 

MTT 1% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 m1 
n c -1 

v % . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  U.J iiil  

C12Mg . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 mg 

37°C. 

Otras condiciones ensayadas: 

Variación del pH desde 7 a 8.8. 

Se aumentó la concentración de ~lucosa-6-fosfato hasta 300 mg. 

Se añadió entre O. 1 y 1 g de C12Mn. 



21. GLUCOSA DESHIDROGENASA. (GlDH. EC 1 . l . l .N).  

Reaccibn: B-D-Glucosa + NAD -, Acido glucónico + NADH 

Reactivos: 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Tris-HC1 0.1 M pH 8.0 100 ml 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  D-Glucosa 18 g 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  NAD 40 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  m 1% 3ml  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  PMS 1% 0.5ml 

37°C. 

22. GLUTAMATO DESHIDROGENASA. (GDH. EC 1.4.1.2). 

l i T  A n T T  ReucciXn:L-Glu~mate + P i D  + H 2 0  4 ?-GxG&~'~E~~o + Xnd3 + i u n u n  

Reactivos: 

. . . . . . . . . . . . . . . . . .  Tris-HC1 0.1 M pH 8.0 100 m1 

A. L-Glutámico 1 M pH 8 con Na2C03 1 M . . .  25 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  NAD 40 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  MTT 1% 3 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  PMS 1 % 0.5 m1 

37°C. 

Otras condiciones ensayadas: 

Se neutralizó el ácido glutámico con NaOH 1 M. 

Se val'larün 10s pH de tinción, desde 7 a 8.8. 

Se añadió NADP como cofactor. 

Se ensayó la adición de O. 1 g de C12Mg. 

Se ensayó la adición de 100 mg de EDTA. 
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23. HEXOQUINASA. (HK. EC 2.7.1.1). 

Reucción: ATP + D-Hexosa -, D-Hexosa-6-fosfato. 

Esta reacción está acoplada a: 

Glucosa-6-fosfato + NADP -, 6-P-Gluconato + NADPH (~1~~0sa-ó-p-dh) 

~eacti'vos: 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Tris-Hcl 0.1MpH 8 100rnl 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Glucosa 180 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ATP Naz 130 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  C12Mg ,100 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  NADP 10 mg 

m . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  m-- mg 

PMS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . .  Glucosa-6-P deshidrogenasa 25 u 

37°C. 

Otras condiciones ensayadas. 

Se varió el pH desde 7.5 a 8.0. 

Se añadió entre O. 1 y 1 g de C12Mg. 



- - - 

24. ISOCITRATO DESHIDROGENASA. (IDH. EC 1.1.1.42). 

Reaccibn: Isocitrato + NAD(P) + 2-oxoglutarato + C02 + NAD(P)H. 

Reactivos: 

Tris-HC1 0.1 M pH 8.0 . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 

Acido isocítrico Na3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 mg 

NADP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 mg 

MTT 1% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 m l  

PMS 1% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.5rnl 

C12Mg . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 mg 

37°C. 

Otras condiciones ensayadas: 

Se sustituyó NADP por NAD. 

Se añladi6 entre 0.1 y l g de CI2M5. 

Se varió el pH desde 7 a 8.5. 

Se aumentó la concentración de sustrato hasta 500 mg. 

25. LACTATO DESHIDROGENASA. (LDH. EC 1.1.1.27). 

Reaccibn: L-Lactato + NAD -, Piruvato + NADH 

Reactivos: 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Tris-HCl 0,l M pH 7 75 m1 

. . . . . . . .  Acido Láctico 85% pH 8 con NaOH 1 M 25 m1 

NAD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  35 mg 

M n  1% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 m: 

PMS 1 % . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.5 m1 

37°C. 

Otras condiciones ensayadas: 

Se vari6 el pH desde 7 a 8.8. 

Se aumentó la concentración de láctico hasta 50 m1 en la reacción. 
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26. LEUCIN AMINOPEPTIDASA. (LAP. EC 3.4.11.1). 

Reacción: Aminoacil-péptido + H 2 0  -, Aminoácido + Péptido. 

Reactivos: 

Tris-Maleico 0.2 M pH 6 . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 

L-Leucil-13-Naftilamida. HC1 . . . . . . . . . . . . . . .  100 mg 

Fast Black K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 mg 

Otras condiciones ensayadas: 

Se ensayó el tampón Fosfato, 0.2 M pH 6. 

Se varió el pH desde 5 hasta 8.0. 

Se sustituyij el colorante Fast Rlack K por Fast G ~ m e t  GBC. 

Se añadió 0.1-1 g de C1,Mg. 

Se añadió 0.1 - 1 g de C12Mn. 

Se añadió 1-3 g de ClNa. 

Se añadió 0.2 m1 de DMF. 

Se aumentó la concentración de sustrato hasta 300 mg. 

27. MALATO DESHIDROGENASA. (MDH. EC 1.1 .l.37). 

Reacción: L-Malato + NAD -+ Oxalacetato + NADH 

Reactivos: 

Tris-HC1 0.1 M pH 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 7 5  m1 
3 C  m1 A r i ~  T -Mcilirn 1 M pH 8 COI? N29H ,, ,,,. S - " A Y "  Y A.A.LLAV" . . . . . . . . .  

NAD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  45 mg 

MTT 1% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 m1 
Y-MS 1 % . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.5ml 
37°C. 

Otras condiciones emayadar: 

Se aumentó la concentración del sustrato hasta 50 ml. 

Se varió el pH desde 7 hasta 8.8. 

Se añadió O. 1 g de C12Mg. 

Se ensayó la adición de 80-100 mg de EDTA. 



Reaccidn: NADH + H+ + FMN -, NAD' + FMNH, 

Reactivos: 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Fosfato 0.1 M pH 7 100 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  NADH 10 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  MTI' 1% 3 m1 

Menadión . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  60 mg 

Otros ensayos realizados: 

Se aumentó la concentración de menadión hasta 100 mg. 

Se varió el pH desde 7.5 a 8.0. 

Reaccibn: NADH + Lipoamida -, NAD + Dihydrolipoamida. 

Reactivos: 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Tris-HCl 0.1 M pH 8.0 100 m1 

(DCPIP) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . e . . .  5 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  NADH 10 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  MTT 1% 3 m1 

37°C. 

Otros ensayos realizados. 

Se vaió ei píi desde 7.9 hasta 8.5 
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30. PEROXIDASA. (PX. EC 1.11.1.7) 

Reaccidn: Donador + H202 -) Donador oxidado + 2 H20. 

Reactivos: 

3-Amino 9-Etil carbazol . . . . . . . . . . . . . . . . . .  50 mg 

Dimetil formamida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 m1 

Acetato sódico 0.05 M pH 5 . . . . . . . . . . . . . . . .  92 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ClzCa 20mg 

H20z  3% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 . 5 d  

Otras pruebas ensayadas: 

Se emplearon otros donadores de electrones: 

A) BENZIDINA. 

Acetato Na, 0.1 M pH 4.5 . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 

Acetato de bencidina . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  500 mg 

H202 33% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  30 ~1 

B) O-DIANISIDINA. 

Acetato Na, 0.2 M pH 5 . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 

O-Dianisidina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 mg 
7n m 1  Ftmd 95 % . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  r ,  iiir 

H202 3% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 m1 

otras coruiiciones ensayadadas: 

Se varió la concentración del donador desde 50 mg hasta 200 mg. 

Se sustituyó el etanol 95% por metanol. 

Se añadió B-Naftol a la solución de tinción. 

Se añadieron 10 m1 de KI 0.2 M. 

Se añadió KBr 100 mg. 

Se varió el pH desde 4 hasta 6.5. 



C) PIROGALLOL. 

SOLUCION A. 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Agua destilada 100 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Pirogallol 1 g 

SOLUCION B. 

H202 0.4% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 ml 

Se incubó el gel en la solución A durante 30 minutos a 4"C.Se lavó el gel 

con agua destilada dos o tres veces y se añadió la solución B a 30°C. 

Otras condiciones ensayadas: 

Se varió el pH de 4 a 5. 

Se aumentó la concentración de H202 en la solución. 

31. SORBITOL DESHIDROGENASA. (SORDH. EC 1.1.1.14). 

Reaccibn: D-Sorbitol + NAD -, D-Fructosa + NADH 

Reactivos: 

Tris-HC1 0.1 M pH 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 

Sorbitol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2.0 g 

NAD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . .  50 mg 
MTT 1% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 m1 

PMS 1 % . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.5 m1 
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32. SHIKIMATO DESHIDROGENASA. (SKDH. EC 1.1.1.25). 

Reaccibn: Shikimato + NADP -, 3-Dihidroshikimato + NADPH. 

Reactivos: 

Tris-HC1 0.1 M pH 7.5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 

Acido Shikímico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 mg 

NADP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  15 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  MTT 1 %  3ml 

PMS 1 % . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.5 m1 

C12Mg . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.1 % 

37°C. 

Otras condiciones ensayadas: 

Se vati6 el pH desde 7.0 a 8.0. 

33. SUCCINATO DESHIDROGENASA. (SUCCDH. EC 1.3.99.1). 

Reaccibn: Succinato + Aceptor (oxidado) + Fumarato + Aceptor (reducido). 

Reactivos: 

Fosfato 0.05 M pH 7 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 

EDTA Naz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  400 mg 

Succinato sódico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  250 mg 

ATP Na2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  50 mg 
I T A ~  1 u f l u  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  70mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  NBT 40mg 

PMS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 mg 
37°C. 



34. SUPEROXIDO DISMUTASA. Tetrazolio oxidasa, Indofenol oxidasa. 

(SOD, TO, IPO. EC 1.15.1.1). 

Reaccibn:02- + 0 2 -  + 2 ~ '  + O2 + H202 

Reactivos: 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Tris-HC1 0.1 M pH 7.4 100 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Riboflavina 5 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  EDTA Naz 80 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  m 1% 3rnl 

Se incubó el gel en oscuridad durante 20-30 min. A continuación se puso 

bajo luz hasta que aparecieran bandas blancas sobre fondo azul. 

Otras condiciones ensayadas. 

Se varió el pH de reacción desde 7 a 8.0. 

Se empleó tampón Fosfato 0.05 - 0.2 M pH 7-8. 

Se sustituyó el MTi' por NBT. 

Se eliminó el EDTA Na2. 

Se añadió 0.4 m1 TEMED. 

Se varió la concentración de nboflavina de 1 a 10 mg. 

Se varió el tiempo de exposición a la luz y a la oscuridad desde 

10 a 60 minutos. 

Otras condiciones ensayadas: 

Tris-HC1 0.1 M pH 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  NAD 50 mg 

MTT . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . .  3 m! 

PMS 1 % . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.5 m1 

Se expuso el gel a la luz durante 2 a 3 horas. 

Esta enzima también apareció en los geles teñidos para las deshidrogena- 

sas debido a que emplea el MTT o NBT como sustrato. 
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35. TRIOSA FOSFATO ISOMERASA. (TPI. EC 5.3.1.1). 

Reaccidn: D-Gliceraldehído-3-fosfato 4 Dihidroxiacetona fosfato. 

Esta reacción está acoplada a: 

Dihidroxiacetona fosfato + NAD 4 a-glicerofosfato (a-giicerof~sfato dh). 

Reacf ivos: 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Tris-HC1 0.1 M pH 8 100 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . .  Dihidroxiacetona fosfato 18 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  NAD 20 mg 

MTT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  20mg 
PMS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 mg 

. . . . . . . . . . . . .  Gliceraldehido-3-P deshidrogenasa 30 u. 

36. XANTIN DESHIDROGENASA. (XDH. EC 1.2.1.37). 

Reaccidn: Hipoxantin + NAD + H 2 0  -, Xantin + NADH. 

Esta reacción está acoplada a: 

Xantin + NAD + H20 + Urato + NADH. 

Reactivos: 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Tris-HCl 0.1 M pH 7.5 100 m1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Hipoxantin 700 mg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  NAD 30 mg 

NBT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  20mg 
n x  a@ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ruiu 4 iIig 

37°C. 

Se añadió la hipoxantin en el tampón y se calentó hasta su total disolución. 

Se dejó enfriar a temperatura ambiente y se añadió el resto de los 

componentes. 



2.9.- Fuación de los geles. 
Una vez finalizada la reacción, se eliminaba la solución de tinción de las cubetas 

y se lavaba el gel varias veces con agua. Los geles se fijaron sumergiéndolos en una 

solución fijadora que, en los geles de almidón, estaba compuesta por 400 m1 de metanol, 

70 m1 de acético y 530 m1 de agua, mientras que en los geles de acrilamida estaba 

compuesta por &ido acético al 7%. 

Los geles se fotografiaron con película blanco y negro de alta sensibilidad (50 

ASA), con velocidades de 114 6 118 de segundo para aumentar el contraste de las 

bandas. 

Después de fijar los geles de almidón, se secaban durante una hora entre papeles 

de filtro y se envolvían en plásticos, conservándose bien durante algunos meses a 4°C. 

Para calcular la movilidad de cada banda en el gel y poder re~lizw ~ ~ m p ~ ~ c i ~ f i ~ s  - 
- 

entre diferentes geles, se procedió a calcular la movilidad relativa (Rf) de cada una con i 
respecto a la movilidad del frente o del azul de bromofenol empleando la siguiente 

E 
fL....'... E w u ~ u ~ a .  

E 

Distancia de migración de la banda enzimática a 

Rf = n n 

Distancia de migración del frente. 
3 
O 
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3.1.- Actividad general de los sistemas enzimáticos. 
Los resultados del análisis de la actividad enzimática se expresan en 

base a la aparición de las bandas (actividad) y resolución sobre el gel. 

Los resultados de los 36 sistemas enzimáticos analizados permiten 

clasificar las enzimas en cuatro grupos (Tabla 3.1). 

El primer grupo, "enzimas con actividad" corresponde a las enzimas que 

mostraban buena actividad y resolución en las tres especies: esterasa (EST), 

NADH-Diaforasa @IA) , fosfoglucoisomerasa (PGI) y fosfoglucomutasa 

(PGM). El segundo grupo, "enzimas con actividad variable" corresponde a las 

enzimas cuya resolución y actividad depende de la especie: superóxido 

dismutasa (SOD) y malato deshidrogenasa (MDH) (con actividad en las tres 

especies pero mayor resolución en GracilanaJfer@, glutamatn derhidrigena~ 

(GDH) (con gran actividad en Gelidium arbuscula, débil en Gelidium 

canariensis y sin actividad en Gracilaria ferox), fosfatasa alcalina y fosfatasa 

ácida (xiividaíl en Geií'íii'iriíí carüiri'ensM y Gruciiaria ferox baja acriviaaa en 

Gelidium arbuscula) . 
El tercer grupo, "enzimas sin actividad", lo constituyen 18 sistemas 

enzimáticos que nunca mostraron actividad en las tres especies, con las 

diversas metodologías ensayadas: Alcohol deshidrogenasa (ADH), amilasa 

(AMY), ascorbato oxidasa (AO), aspartato aminotransferasa (GOT), catalasa 

(CAT) , galactosa deshidrogenasa (GALDH), glucosa deshidrogenasa 

(GluDH) , glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (GóPDH), a-glicerofosfato 

deshidmgenaa a ,  hexequinusa (HK) , is~ryitr~te deshidrcgefiasa 

(IDH) , láctico deshidrogenasa (LDH) , leucin aminopeptidasa (LAP) , enzima 

málico (Me), NADH-deshidrogenasa (NADH-DH), peroxidasa (PX) , 
shiimato cieshidrogenasa ( S D ñ )  y sorbitol deshidrogenasa (SORDH). 

El cuarto grupo, "enzimas sin actividad inicial" comprende 10 sistemas 

enzimáticos que se ensayaron una sola vez y no se obtuvo actividad 

enzimática. Las condiciones ensayadas en estas enzimas fueron las siguientes: 

homogeneización en tampón tris-citrato 0.1 M pH 7.8, sin emplear centri- 

fugación, aplicando la electroforesis horizontal en almidón (sistema de Poulik 

y Citrato-Histidina) y tiñéndolas según las condiciones descritas, para cada 

una de ellas, en el capitulo de material y métodos. 
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TABLA3.1. Clasificación de las enzimas según la actividad obtenida. 

1. ENZIMAS CON ACTIVIDAD. 

Esterasas. 

NADH-Diaforasa. 

Fosfoglucoisomerasa. 

Fosfoglucomutasa. 

EST. 

DIA. 

PGI. 

PGM. 

11. ENZIMAS CON ACTIVIDAD VARIABLE. 

Fosfatasa aicalina. ALP. 

Fosfatasa ácida. ACP. 

Glutamato deshidrogenasa. GDH . 
Malato deshidrogenasa. MDH. 

Superoxido dismutasa. SOD. 

m. ENZIMAS SIN ACTIVIDAD. 

Alcohol deshidrogenasa. 

Amilasa. 

Ascorbato oxidasa. 

Aspartato aminotransferasa. 

Catalasa. 

Galactosa deshidrogenasa. 

a-Glicerol fosfato dh. 

Glucosa deshidrogenasa. 

Glucosa-6-fosfato dh. 

Hexoquinasa. 

Isocitrato deshidrogenasa. 

Láctico deshidrogenasa. 

Leucin arninopeptidasa. 

Enzima málico. 

NADH-deshidrogenasa. 

Peroxidasa. 

Shikimato deshidrogenasa. 

Sorbitol deshidrogenasa. 

ADH. 

AMY. 

AO. 

GOTIAAT. 

CAT. 

GALDH. 

aGPDH. 

GIDH. 

G6PDH. 

HK. 

IDH. 

LDH. 

LAP. 

Me. 

NADH-DH. 

PX. 

SKDH. 

SORDH. 



TABLA 3.1. Continuación. 

IV. ENZIMAS SIN ACTIVIDADINICIAL. 

Aconitasa 

Alanina deshidrogenasa. 

Aldolasa. 

Dipeptidasa. 

Endopeptidasa. 

Fumarasa. 

Succinato deshidrogenasa. 

Triosa fosfato isomerasa. 

Xantin deshidrogenasa 

ACO. 

ALADH. 

ALDO. 

DIPEP. 

ENDOPEP. 

FUM. 

SUCDH. 

TPI . 
XDH. 

Estas fueron: Aconitasa (ACO) , alanina deshidrogenasa (ALADH) , aldolasa 

(ALDO), dipeptidasa (DIPEP) , endopeptidasa (ENDOPEP), fumarasa 

(FUM), succinato deshidrogenasa (SUCCDH) , triosa fosfato isomerasa (TPI) 

y xantin deshidrogenasa (XDH). 

La inexistencia de actividad en el gel de determinados sistemas en- 

zimáticos podría ser debido a: 

Desnaturalización total de la enzima debido a las condiciones de 

extracción o separación empleadas. 

Existencia de grandes cantidades de fenoles en las especies 

analizadas que inhiben las enzimas. 

Insuficiente ruptura del tejido. 

Asociación de las enzimas con otros componentes celulares, 

(glúcidos, lípidos de membrana) disminuyendo la disolución en 

soluciones acuosas. 

Método de separación oly tinción inadecuados. 

Baja actividad "perse" del enzima. 

Inexistencia de estas enzimas en las especies estudiadas. 
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1 .- Desnaturalizaci6n enzim6tica. Es psibli que la homogeneización 

en agua destilada o la congelación a -20°C generen una disminución o 

pérdida total de la actividad en alguna de las enzimas, tal como se ha descrito 

en otras especies de Rodofitas (Lindstrom y South, 1989), pero no es 

probable que el empleo de métodos más complejos y sofisticados (almacena- 

miento de las muestras en nitrógeno líquido inmediatamente después de 

recogerlas en la costa, empleo de tampones de extracción con estabilizantes 

de proteínas, etc) provoquen igualmente la desnaturalización total de las 

enzimas. 

2.- Existencia de elevadas cantidades de fenoles. La aparición de 

actividad en muchas enzimas empleando solamente agua destilada indica 

claramente que la inhibición de las enzimas del grupo "sin actividad" no 

puede ser debido a la existencia de elevados contenidos fenólicos en las 

especies estudiadas. 

3.- Grado de ruptura del tejido. La ruptura del tejido empleando de 

nitrogéno líquido es suficientemente elevada para garantizar una buena 

extracción de las enzimas ya que se detecta actividad enzimática en varios 

sistemas enzimáticos. La trituración de las algas empleando nitrógeno líquido 

es un procedimiento ampliamente empleado en la extracción de enzimas en 

plantas superiores (Kephart, 1990) y macroalgas (Lindstrom y South, 1989; 

Phpnpv 1 QQC; S a t ~  el., !?8A), y nn py nrnhahl~ q ~ p  psfe f z ~ f ~ r  
- - a - w ~  9 r------ 

responsable de no detección de enzimas. 

4.- Asociaci6n de enzhas con otros componentes ceiuiares. Aunque no 

podemos excluir que algunas enzimas estén asociadas a glúcidos o membra- 

nas y sea necesaria la extracción de las mismas con otros solventes como 

acetona, parece improbable que todos y cada uno de los sistemas enzimáticos 

en las que no se ha obtenido actividad sean insolubles en soluciones acuosas. 

5.- Métodos de separación y tinción inadecuados. Como discutiremos 

en los apartados 3.4, 3.5 y 3.7.2, las diferentes variantes metodológicas de 



tinción y separación electroforkticas no afectaron a las enzimas del gru-po 

"sin actividad", lo cual indica que la metodología empleada no es la 

responsable de la no observación de actividad en este grupo de enzimas. 

6.- B ~ a  actividad del enzima. La considerable disminución de la 

actividad enzimática al aumentar la dilución proteica a proporciones 1:2 ó 

1:3 @:v) indican que la inactividad del grupo "enzimas sin actividad" se debe 

probablemente a la baja actividad específica o concentración de estas 

enzimas. Estos resultados coinciden con los descritos por otros autores en 

macroalgas marinas. Miura et al. , (1978a) estudiaron mediante electroforesis 

en almidón, 15 sistemas enzimáticos en cuatro especies de Porphyra y no 

encontraron actividad enzimática en Me, ADH, IDFT, LnH, ODH y PGM. 

Lindstrom y South (1989) no detectaron actividad en ACP, ADH, ALP, CAT 

IDH y SkDH y SORDH en seis especies de Palmaria empleando electrofo- 

resis en almidón j: homugefiei¿a~ibo en una combinación ae mortero (con 

nitrógeno líquido) y homogeneizador de aspas en un tampón MOPS pH 7.5 

al cual añadieron varios estabilizantes y antioxidantes. Jacobi (1962) no 

detectó actividad, medida con espectrofotómetro, en HK, ALD, GPDH, 

ADH, LDH y G6PDH de 4 especies de Rodofitas, mientras que Sato et al., 

(1984) tampoco obtuvieron actividad GDH en 6 especies de macroaigas. 

Asimismo coincide con los resultados descritos por otros autores 

(Marsden et al., 198 1 ; 1984a; 1984b; Rice y Crowden, 1987) quienes tuvieron 

que concentrar previamente las prcrteiflas (medimte su!fm amStlico y 

cromatografía) para poder obtener actividad enzimática. 

7.- Inexistencia cie las enzimas. Aunque no podemos descartar la 

inexistencia de alguna de las enzimas del grupo "sin actividad" en las especies 

estudiadas, se ha descrito la existencia de la mayoría de ellas en otras 

especies de macroalgas marinas (Mallery y Richardson, 1972; Fujio et al., 

1985; 1987; Innes y Yarish, 1987; Rice y Crowden, 1987; Lindstrom y South, 

1989; Lindstrom y Cole, 1990; ver apartado 3.7.2)por lo que la hipótesis del 

punto anterior parece la más probable. 
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3.2.- Efecto del almacenamiento sobre la actividad 
enzimática. 

3.2.1 .- ALMACENAMIENTO A -20" C. 

El estado en que se congelaron las muestras (individuo completo, 

extracto crudo sin centrifugar o sobrenadante) no tiene influencia apreciable 

sobre la actividad enzimática. Estos resultados no coinciden con los obtenidos 

por Lindstrom y South (1989) en 6 especies de la Familia Palmariacea 

quienes describieron pérdida de actividad en GóPDH, GOT, PGM, 6PGDH 

y SOD si los talos se almacenaban a -18"C,que por el contrario se mantenía 

si se almacenaban a -80°C. Sin embargo coinciden con los resultados 

descritos por Ki m  et d. (1978a; 1978b; 1079) y F:;'i= a d. (1985; 1987) en 

Porphyra, quienes obtuvieron actividad en más de 10 enzimas congelando los 

talos a -20°C. 

En plantas superiores la congelación del tejido es un procedimiento 

poco usual (entre aquellos laboratorios que emplean la electroforesis 

isoenzimática) (Kephart, 1990) ya que suele provocar la ruptura en la 

compartimentalización celular ocasionando cambios oxidativos internos que 

inhiben las enzimas (Loomis, 19%). 

En las especies estudiadas en este trabajo la ruptura de la comparti- 

mentalización, si es que existe, no afecta a la actividad enzimática de una 

forma tan acusada (probablemente debido a la baja concentración o 

inexistencia de fenoles en c j + ~ s  esyKiesj ya fia se uGsevm diferencias 

significativas en el modo de congelación. 

3.2.2.- EFECTO DEL ALMACENAMIENTO A -20°C. 

El tiempo de permanencia de las muestras a -20°C fue el factor 

determinante en el mantenimiento o la pérdida de la actividad enzimática. 

Las algas congeladas directamente mantienen la actividad enzimática si el 

tiempo de congelación no es superior a 30 6 40 días y la homogeneización 

posterior se realiza con nitrógeno líquido. Periodos de almacenamiento 

superiores y homogeneización sin nitrógeno líquido originaron una pérdida 

significativa de actividad enzimática. (Bandas de PGI, MDH y EST de 



Gelidium canariensis desaparecen después de mantener los talos a -20°C más 

de 30 días de congelación). Del mismo modo, la congelación del extracto 

homogeneizado, bien sea anterior o posterior al centnfugado, no afecta la 

actividad enzimática si los periodos de incubación son inferiores a 30 días. 

Con periodos de incubación superiores a este tiempo, se apreció una ligera 

pérdida de actividad enzimática en todas las enzimas, manteniéndose la 

actividad en el gel en aquellas bandas con mayor intensidad. Tras un periodo 

de aproximadamente dos meses se produce una pérdida muy importante de 

la actividad en la mayoría de los enzimas. 

Contrariamente a nuestros resultados, Rice y Crowden (1987) almacena- 

ron durante más de 4 meses a -20°Cel extracto proteico de varias especies 

de Fucales, sin apreciar pérdida de actividad enzimática. Asimismo, Grant y 

Proctor (1980) conservaron la actividad enzimática de los extractos de Chara, 

almacenados durante más de 1 año a -30°C. Resultados similares se han 

descrito en i;!~í';is s ~ p i i ~ i e ~  (Kt@~~.it, 1390). ;h+iie~ii~~ ie~ü:LEid~~ s~gieieli 

que diversos sistemas enzimáticos de Gelidium arbuscula, Gelidium canariensis 

y Gracilaria ferox son más lábiles a los periodos de congelación ,que otras 

especies de macroalgas marinas y plantas superiores. 

3.2.3.- ALMACENAMIENTO EN CAMARA DE CULTIVO. 

La especie que más rápidamente se deterioraba (depigmentaba) en 

cultivo fue Gelidium canariensis en comparación a Gelidiwn arbuscula, pero 

el grupo "enzimas con actividad" mantenían adecuadamente su actividad en 

ambas especies tras periodos de 20 a 25 días de cultivo. En ningún caso se 

detectó la aparición de enzimas del grupo "sin actividad" o la aparición de 
fiücvas haIidas en las enzimas Wcon aumenm uempo en 

cultivo. Todos los patrones enzimáticos se mantuvieron constantes, exceptuan- 

do el efecto "sin deshidrogenasa" en Gelidium arbuscula y Gelidium canarien- 

sis; que aumentaba con el tiempo en cultivo. 

Gracilaria ferox no sólo se mantuvo adecuadamente en cultivo durante 

más de dos meses, sino que además mostró una elevada tasa de crecimiento 

y aumento de la pigmentación. El aumento progresivo de la pigmentación 

originó una banda más intensa de ficoeritrina, aunque en ningún caso se 
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observaron diferencias en sus patrones enzimáticos ni la aparición de enzimas 

del grupo "sin actividad". 

El mantenimiento de los individuos en cultivo ha sido el método de 

almacenamiento más empleado en macroalgas marinas analizadas por 

electroforesis (Cheney y Babbel, 1978; Mallery y Richardson, 1972; Innes y 

Yarish, 1984; Malinowse, 1974; Lindstrom y South, 1989; Lindstrom y Cole, 

1990). 

Coincidiendo con nuestros resultados, todos los autores que han 

almacenado los individuos en cámaras de cultivo, han observado la inexisten- 

cia de cambios en los patrones isoenzimáticos con el tiempo (Innes y Yarish, 

1984; Malinowsky, 1974; Lindstrom y South, 1989; Lindstrom y Cole, 1990; 

Cheney y Babbel; 1978). Sin embaqo, ningún autor detecta el fenómeno "sin 

deshidrogenasa" , aunque los periodos de almacenamiento hayan sido 

superiores a cuatro meses (Cheney y Babbel, 1978; Innes y Yarish, 1984; 

Lindstrom y South, 1989). 

3.3.- Efecto del tratamiento de homogeneización. 
En las tres especies se observó una mayor, mejor y más rápida ruptura 

del tejido, con el consecuente aumento de la actividad enzimática, al realizar 

la homogeneización con nitrógeno líquido en mortero en comparación a la 

realizada sin nitrógeno líquido. La homogeneización con nitrógeno líquido no 

indujo la aparición de enzimas del grupo "sin actividad", aunque favoreció la 

~htmci6:: de  enzimus cjue de i;.lme:o se obseilrdm con my baja 

actividad o no se advertían (ACP y ALP en Gelidiwn arbuscula, GDH en 

Gelidiwn canariensis). También mejoró las actividades de enzimas en aquellos 

talos almacenados a -20°C más de 30 días. Este hecho corrobora que la 

pérdida de actividad al homogeneizar los talos congelados sin nitrógeno 

líquido es debida a una ruptura incompleta de los mismos. 

La homogeneización sin nitrógeno líquido de individuos sin congelar, 

dio lugar también a una buena actividad enzimática, aunque era necesario 

añadir arena u otro abrasivo para romper adecuadamente el tejido de ambas 

especies de Gelidium. Por el contrario, en Gracilaria ferox la homogeneización 

del tejido sin nitrógeno líquido ni abrasivos permitió la obtención de 



actividades similares a las obtenidas con nitrógeno líquido. 

Aunque la trituración del tejido con homogeneizadores (cristal, aspas) 

ha sido uno de los métodos más empleados en macroalgas marinas (Fujio, 

1985; 1987; Miura, 1978a; 1978b; 1979; Innes y Yarish, 1984; Lindstrom y 

South, 1989; Mallery y Richardson, 1972; Malinowsky , 1974) (Tabla l. 1) , esta 

elección viene condicionada por la naturaleza del tejido; así, especies de talos 

esponjosos (como Codiwn) son más fácilmente triturados con homogeneizado- 

res de teflón o cristal que empleando nitrógeno líquido, (el cual provoca una 

congelación del tejido que por su alto contenido en agua dificulta la 

maceración). Por el contrario, especies con talos planos y duros, con un bajo 

contenido en agua (como Gelidium) son más fáciles de triturar en nitrógeno 

líquido que con homogeneizadores. Diversos ensayos prelirninmr empleando 

homogeneizadores de teflón y de aspas confirmaron este hecho. Por otro lado 

la extracción con mortero disminuye considerablemente el tiempo empleado 

en cada ex:raecióii ya qüe evita d idiüsü prücesü de limpieza dei homoge- 

neizador después del procesado de cada individuo. 

No se observaron diferencias en la obtención de actividades enzimáti- 

cas o resolución de las bandas con extractos centrifugados a 3.000 x g entre 

20 y 60' o sin centrifugar. Estos resultados contrastan con las bajas resolu- 

ciones debidas a la centrifugación descritas por Cheney y Babbel (1978) en 

Eucheuma. Estos autores consideraron que la baja resolución era consecuen- 

cia de la unión de los carragenatos de Eucheuma con las proteínas durante 

la centrifugación. Nuestros osi'ltados indica.? ~ U P  si r~dmefite !a de !a 

escasa resolución es debida a los coloides, el agar no interactua con las 

enzimas en el proceso de centrifugación. 

Ci resto de los autores que nan empleado ías tknicas isoenzimáticas 

en macroalgas marinas han centrifugado los extractos sin estudiar su posible 

efecto (Miura et al., 1978a; 1978b; 1979; Fujio et al., 1985; 1987; Malinowsky, 

1974; Innes y Yarish, 1984; Innes, 1987; 1988; Okumura y Fujino, 1985; 

Lindstrom y South, 1989; Lindstrom y Cole, 1990). 

La obtención de buenos resultados con los extractos centrifugados 

pasaba necesariamente por la filtración de  los mismos a través de un filtro 

de nylon. Si este paso no se realizaba, se producía una resuspensión excesiva 
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de restos de tejidos en el sobrenadante que entorpecía la electroforesis. Esta 

metodología coincide con la empleada por Marsden et al. , (1981), quienes 

filtraban los extractos crudos antes de la centrifugación para obtener actividad 

enzimática en Fucus, y con la descrita por Oesterman (1984). 

3.3.1 .-TAMPONES DE EXTRACCION. 

En la Tabla 3.2 se describen los resultados obtenidos en cada enzima 

"con actividad", de cada especie según el tampón de extracción ensayado. La 

valoración de cada sistema en cada enzima se realizó según la resolución 

observada a simple vista (mayor o menor nitidez de las bandas en el gel) y 

después de comparar cada sistema de electroforesis. Los valores indican: 

1.- Muy baja resolución @oca actividad de las enzimas u observación de 

bandas no definidas). 3. - Muy buena resolución (gran actividad enzimática 

y nitidez de las bandas observadas). 2. - Resolución intermedia entre las dos 

anteriores. 

Los resultados se pueden clasificar en dos grupos: a) Las enzimas que 

mantuvieron la actividad enzimática independientemente del tampón emplea- 

do: DIA, GDH, PGM y EST en Gelidiwn arbuscula (Tabla 3.2a); DIA, PGM, 

ALP, ACP y EST en Gelidiwn canariensis (Tabla 3.2b) y DIA, EST, PGM, 

ALP y ACP en Gracilariaferox (Tabla 3.2~).  b) Las enzimas que variaron su 

actividad según el tampón empleado: PGI de las tres especies disminuía la 

actividad de las bandas más débiles al emplearse agua destilada o el tampón 

No 2; GDH de Gelidium canarisnxix perdía tntAmente su xti~idzid si se 

empleaba agua destilada o el tampón No 2 y Tris-citrato pH 7.8, mejorando 

sustancialmente con los tampones que contenían algún componente 

antioxidante o estabiiizante (tampones 3, 5, 6, 8, y iu j  (T'abía 3.21). 

Resultados similares se obtuvieron con la enzima ALP de Gelidium arbuscula, 

(Tabla 3.2a) y con MDH de Gracilaria ferox (Tabla 3.2~). 

En cualquiera de las tres especies no se obtuvieron enzimas del grupo 

"sin actividad" con la variedad de tampones ensayados. 

La adición de BSA a los tampones No 6 y 10 producía una disminución 

considerable de la actividad enzimática. Estos resultados coinciden con los 

resultados descritos por Marsden et al. (1981) en Feofitas, quienes detectaron 



TABLA 3.2. Resultados obtenidos con los tampones de extraccidin en las einzimas del grupo "enzimas con actividad". 1 .- Muy baja 
actividad. 2.- Con actividad. 3.- Muy buena actividad. -- No se ensayó. 

a. Gelidium arbuscula. 

Enzima. ACP. ALP. EST. IXA. GDH. MDH. PGI. PGM. SOD. 

Tampón de 
extracción. 

l. Agua destilada. 3.- Tris-HC1 pH 6.8, EDTA, PVP. 4.- Fosfato pH 7.4, MBS, DEDC, PVPP, Ascórbico, S-Me. 6.- Tris-HCl pH 7.4, 
ascórbico, PVPP, EDTA. 8.- Tris-HC1 pH 7.4, CINa, NAD, NADP. 9.- Tris-Citrato pH 7.8.10.- Tris-HCl pH 7.4, EDITA, asc6rbic0, 
Tween-80, PVPP, CINa, 2-Me, NAD, NADP. 



TABLA 3.2. Continuacidin. 

b. Gelidium canariensis,, 

Enzima. ACP ALP. EST. IXA. GDH. MDH. PGI. PGM. SOD. 

Tampón de 
ex tracción. 

l. Agua destilada. 2.- Tris-HC1 pH 7.4.3.- Tris-HC1 pH 6.8, EDT,A, PVP. 4.- Fosfato pH 7.4, MBS, DEDC, PVPP, Ascórbico, 2-Me. 
5.- Tris-HC1 pH 8.0, cistefna. 6.- Tris-HC1 pH 7.4, ascórbico, PVP'P, EDTA. 7.- Tris-Citrato pH 7.4, DTT, Tween-80, CI Mg, CIK, PVPP. 
8.- Tris-HCl pH 7.4, ClNa, NAD, NADP. 9.- Tris-Citrato pH 7.8.10.- Tris-HCl pH 7.4, EDTA, ascórbico, Tween-80, P&P, ClNa, 2-Me, 
NAD, NADP. 



TABLA 3.2. Continuación. 

-- - 

c. Gracilaria ferox. 

Enzima. ACP ALP. EST. DIA. GDH. MDH. PGI. PGM. SOD. 

Tampón de 
extracción. 

1. Agua destilada. 3.- Tris-HCI pH 6.8, EDTA, PVP. 5.- Tris-HCI pH 8.0, cisteina. 6.- Tris-HC1 pH 7.4, ascórbico, PV'PP, EDTA. 9.- Tris- 
Citrato pH 7.8.10. - Tris-lHC1 pH 7.4, EDTA, ascórbico, Tween-80,, PVPP, CINa, 2-Me, NAD, NADP. 



III. Resultados y discusión. Metodología. 77 

que la adición de BSA dificulta la separación y la actividad enzimática en el 

gel (Marsden et al., 1981), debido a la adición de proteína inerte en el gel. 

Nuestros resultados sugieren la existencia de dos tipos de enzimas: las 

que no son afectadas por los componentes añadidos al tampón de extracción 

(ácido ascórbico, D?T, EDTA, PVP, PVPP, MBS, 2-Me, DEDC, cisteina, 

Tween-80, C12Mg, ClK, ClNa, NAD) ni por el pH (6.8,7.4,7.8 y 8.0), ni por 

el tipo de tampón de extracción empleado (agua, Tris, fosfato o tris-citrato), 

y las enzimas más vulnerables a los procedimientos de extracción y requieren 

la presencia de compuestos estabilizadores para mantener adecuadamente su 

actividad enzimática. 

La obtención de actividad en diversas enzimas de las tres especies 

empleando agua destilada y kmpnner sin cnmpnnmtes ~?YvxiO~tes  

(tampones No 2 y 9), sugieren la inexistencia de cantidades significativas de 

fenoles, coincidiendo con los resultados descritos en otras especies de 

macroalgas. En varias especies de Porphyra se ha descrito la obtención de 

actividad enzimática en más de 10 enzimas empleando agua destilada como 

tampón de extracción (Miura et al., 1978a; 1978b; 1979; Fujio et al., 1985; 

1987; Okumura y Fujino, 1985). En Enteromorpha lima se obtuvo actividad 

de 4 enzimas empleando Tris-HC1 pH 8.0 como tampón de extracción (Innes 

y Yarish, 1984). 

En general, se detectó mejor actividad enzimática con los tampones 

que contenían PVP o PVPP y ácido ascórbico (Tampones No 4, 6 y 10) 
(T&!a 3-21, in&CzqdG v e  !a a&ciSfi cofij=fi+d & ambos p r ~ d ~ e t o ~  af&ay 

positivamente la actividad de la mayoría de las enzimas de las tres especies. 

Resultados similares han sido descritos por Lindstrom y South (1989), quienes 

añadieron PVP y ascorbato sódico al tampón de extracción de 6 especies de 

Palmariacea, obteniendo actividad enzimática en 11 sistemas enzimáticos. 

Otros autores han descrito la necesidad de añadir un compuesto específico 

al tampón de extracción para obtener una adecuada actividad enzimática. 

Marsden et al. (1 98 1) , contrariamente a nuestros resultados, encontraron que 

la adición de Tween-80 al tampón de extracción aumentaba la concentración 

de proteínas en el extracto en un 90%. Huber y Lewin (1986) en Tetraselmis 

y Malinowsky (1974) en Codium fragile,describen mejores resultados al añadir 



NADP o NAD al tampón de homogeneización, relacionándose con un 

aumento de la estabilidad proteica de las enzimas NAD(P) dependientes 

(Harris y Hopkinson, 1976). Contrariamente a lo descrito por estos autores, 

la adición de NAD y NADP al tampón de extracción (N0 8 y 10) de nuestras 

especies no varió la actividad en las enzimas dependientes de estos cofactores 

(MDH, GDH, PGM o PGI). 

Pocos autores han estudiado el efecto de diferentes tampones en la 

extracción, Mailery y Richardson (1972) obtuvieron mayor actividad 

enzimática con Tris-HC1 pH 8.0 entre los tampones de extracción ensayados 

(sin describir cuales). Sin embargo, el tampón descrito por estos autores dio 

pobres resultados en la enzima SOD de Gracilaria ferox y Gelidiwn canariensis 

(Tabla 3.2). Young (1970) ensayó diversos tam-pones de extracción a diversos 

pHs para detectar proteínas totales de varias macroaigas, pero no analizó la 

actividad enzimática de ninguna enzima. 

En t&s !os tampones de entí~eei6ii ziiip:adus eri Veiidium cunariemis 

y Gelidiwn arbuscula donde se realizó una tinción "control" del fenómeno "sin 

deshidrogenasa" se observó la aparición de dicho fenómeno, independiente- 

mente de la naturaleza del tampón. Por el contrario, nunca se observó este 

fenómeno en Gracilaria ferox, lo cual indica claramente que el efecto no es 

debido a la utilización de compuestos tiólicos como han sugerido Harris y 

Hopkinson (1976). 

3.4.- Electroforeis en acrilmidii, 
En la Tabla 3.3 se resume la resolución de las enzimas "con actividad" 

según el sistema de tampones empleados en los geles de acrilamida. Los 

resuitaáos variaron segun las enzimas ensayadas, y el tipo de sistema de 

tampón utilizado. No se observó pérdida de actividad enzimática al emplear 

uno u otro sistema de tampones (excepto empleando el sistema Tris-HC1 pH 

8.8) (Tabla 3.3). 



TABLA3.3. Resoluciión obtenida en el grupo "enzirnas con actividad" empleando electrofomis en acrilamida. 1 .-Enzima con muy baja resolución. 
2.- Enzima con resolución y actividad. 3.- Enzima con muy buena resoliición y actividad. -- No se ensayó. 

a. Gelidium arbuscuh. 

Enzimas. 

Tampones. 

Sistema discontinuo. 

Con gel empaquetador 

Sin gel empaquetador 

Sistemas continuos. 

Tris-Borato pH 8.9 

Tris-citrato pH 8.5 

ACP. ALP. EST. DIA. GDH. MDH. PGI. PGM. SOD. 

ACP = Fosfatasa ficida. ALP = Fosfatasa alcalina. DIA = IDiaforasa. EST = Esterasa. GDH = Glutamato deshidrogenasa. MDH = Malato 
deshidrogenasa. PGI := Fosfoglucoisomerasa. PGM = Fosfoglucomutasa. SOD = Superóxido dismutasa. 



TABLA 3.3. Contitiuación. 

b. Gelidium canariensis. 

Enzimas. ACP ALP. EST. DIA. GDH. MDH. PCiI. PGM. SOD. 

Tampones. 

S. discontinuo. 

Con gel empaquetador 

Sin gel empaquetador 

S. continuos. 

Tris-glicina pH 9.0 

Tris-Borato pH 8.9 

Tris-HCI pH 8.8 

'Tris-citrato pH 8.5 

ACP = Fosfatasa &ida. ALP = Fosfatasa alcalina. DIA = Diaforasa. EST = Esterasa. GDH = Glutamato deshidrogenasa. MDH = Malat 
deshidrogenasa. PGI = Fosfoglucoisomerasa. PGM = Fosfog:lucomutasa. SOD = Superóxido dismutasa. 





El sistema discontinuo descrito por Davis (1964) (Tris-HClITris-glicina) 

fue el que dio el mayor grado de resolución y actividad en las tres especies 

(Tabla 3.3). En ningún caso originó la aparición de enzimas "sin actividad" 

aunque se apreció un aumento del efecto "sin deshidrogenasa" en compara- 

ción con los sistemas continuos. 

Con el sistema de Davis, sin gel empaquetador, se detectó una buena 

resolución para la mayoría de las enzimas, siendo su resolución y actividad 

comparable al sistema discontinuo con gel empaquetador (Tabla 3.3). 

Estos resultados indican que el gel hacinador del sistema discontinuo 

de Davis (que ayuda a empaquetar la muestra antes de la separación) no 

afecta la resolución de las enzimas de las tres especies analizadas. Nuestros 

resultados no coinciden con los obtenidos -por el propio Davis (1964) y otros - 
N 
- 

autores (Hames y Rickwood, 1983; Maurer, 197l), quienes detectan mayor = 
m 
O 

resolución empleando el gel empaquetador. La eliminación del gel empaque- 
- 
- 
0 m 

E 

bdcr ha sido ernplada, eoii k j í i i ~ ,  por otros autores en la separación de O 

isoenzimas. (Gayler y Morgan, 1976; Esen y Scora, 1977). 
n E - 

Los resultados obtenidos con los sistemas continuos dependieron de la 
a 

2 

n n 

enzima analizada más que del sistema de tampón empleado, excepto el 0 

sistema Tris-HCl PH 8.8 con el que se apreció una resolución y actividad 
3 
O 

muy pobre en la mayoría de los enzimas (Tabla 3.3). En todos los sistemas 

continuos no se detectan enzimas del grupo "sin actividad". 

Comparando las resoluciones obtenidas en cada sistema para cada 

enzima en cada especie, las enzimar _4CP y ALP de G d i d i m  cu?tsrie~.wis y 

Gracilaria ferox y EST de Gelidium arbuscula y Gracilaria ferox se obtuvieron 

con buena resolución y actividad independientemente del sistema de 
C.. - -?- - - I - -  
L U ~ U I I C ~  ernpleauos (Tabia 3.3j. Por ei contrario, ias enzimas PGI, MDH 

y GDH de las tres especies analizadas, nunca se obtuvieron con buena 

resoluckk y actividad en ninguno de los sistemas (Tabla 3.3). Sólo SOD y 

DIA mostraron resoluciones desiguales según el tampón ensayado, resolvién- 

dose mejor en el sistema Tris-Borato pH 8.9.Estos resultados indican que la 

composición iónica de los tampones no influye significativamente en la 

separación electroforética, coincidiendo con lo descrito por varios autores 

(Hames y Rickwood, 1983; Maurer, 1971). Posiblemente, los pHs empleados 
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en los sistemas continuos (8.5,8.8,8.9 y 9.0) están en un rango que no origina 

grandes diferencias en la carga de la mayoría de las enzimas, obteniéndose 

resoluciones similares con todos los sitemas continuos. 

Contrariamente a nuestros resultados, Sato et al. (1984), en Porhyra 

yezoenris y Gayler y Morgan (1976) en Caulerpa simpliciuscula separaron con 

éxito la enzima GDH empleando el sistema discontinuo de Davis. Rice y 

Crowden (1987) también han separado las enzimas GDH, MDH y PGI en 

varias especies de Fucales, mediante el sistema discontinuo. 

Estos resultados indican que la resolución isoenzimática por electrofore- 

sis en macroalgas marinas depende fundamentalmente de la propia naturaleza 

de la enzima y en segundo término del sistema de separación electroforética 

y composición iónica del tampón empleado. 

No se detectaron diferencias en la movilidad ni en el número de bandas 

de las enzimas "con actividad" ni surgieron enzimas del grupo "sin actividad" 

al realizar la pre-electroforesis o no. Estos resultados indican que la 

concentración de persulfato empleada (0.075 %) es suficiente para producir 

la polimerización del gel sin interferir con las proteínas durante el proceso 

de separación electroforética. 

No existen datos en macroalgas que indiquen la necesidad de realizar 

la pre-electroforesis. Algunos autores no la realizan y no describen ningún 

proceso de alteración de la calidad y número de bandas en el gel (Innes y 

Yarish, 1984; Rice y Crowden, 1987). Otros autores han realizado la pre- 

electrofoo-is pero no compxan !os oru!Bd_n sin su yediacidn (Musden 

et al, 1981; 1984a; 1984b). 

Los mejores resultados de separación electroforética en los geles de 

acriiamiaa se obtuvieron con una concentración de acriiamicia en ei gei 

separador de 7.5 a 10 % plv. Estos resultados coinciden con las concentracio- 

nes empleadas en la mayoría de los trabajos en macroalgas marinas (8%, 

Innes y Yarish, 1984; 8.1%, Rice y Crowden, 1987; 7.5%, Mallery y Ri- 

chardson, 1971; 1972; Vilter y Golmbitza, 1983), así como con las con- 

centraciones descritas en la mayoría de los textos generales de electroforesis 

(Osterman, 1984; Maurer, 1971; Hames y Rickwood, 1981; Hanis y 

Hopkinson, 1976). 



- - -- - - 

No se detectaron enzimas del grupo "sin actividad" después de variar 

la concentración de acrilamida y el tiempo de desarrollo de la electroforesis. 

Incluso una hora después de haber dejado escapar el frente del gel y con 5 % 

de acrilamida no se obtuvieron resultados positivos en este grupo de enzimas. 

Estos resultados contrastan con los descritos por Innes y Yarish (1984) en 

Enteromorpha linza, quienes encontraron actividad de la enzima GOT a las 

2 horas de salirse el frente de la electroforesis del gel. 

La adición de otros componentes a los tampones del gel y de los 

electrodos (Tabla 2.4) no indujo la aparición de enzimas "sin actividad" ni 

mejoró la resolución de otras, contrariamente a los resultados descritos por 

otros autores. Harris y Hopkinson (1976) han señalado la utilidad de añadir 

NAD o NADP a los tampones de electroforesis para mejorar la actividad 

enzimática. Marsden et al. , (198 1 ; 1984a; 1984b) encontraron que la adición 

de Tween-80 y 2-Me en los tampones de electrodos y de Tween-80 en el gel, 

mejoraban la actividad enzimática durante 11. sepit~~iAn PV!ectr~fer&ic?~. 

Brewbaker et al. (1968) han descrito mejores resoluciones en la separación 

electroforética de la enzima LAP en varias especies de plantas superiores 

empleando geles de acrilamida con 0.5% de almidón ofrece. 

Nuestros resultados indican que las enzimas de Gelidium arbuscula, 

Gelidium canariensis y Gracilaria ferox no requieren de estos factores para 

mantener la actividad enzimática (de las enzimas "con actividad") y la 

eliminación de los mismos no es la causa de la no detección de actividad en 

las enzimas "sin actividad", lo que coincide con otras especies de macroalgas. 

En Enteromorpha linza, Innes y Yarish (1984) detectaron actividad enzimática 

en AMY y GOT en geles de acrilamida sin añadir ningún cofactor a los 

t m p ~ ! m .  E!? ?e,yhyra yezcer~is (Sato et al., 1984) y eii LUülelyíi ~ i i @ & j ~ ~ -  

la (Gayler y Morgan, 1976) se ha descrito actividad GDH sin necesidad de 

añadir cofactores a los tampones. 

3.5.- Electroforesis en almidón. 
En todos los sistemas ensayados (Tabla 3.4) se obtuvo actividad 

enzimática en las enzimas "con actividad" siendo los sistemas Tris-Citrato- 

INaOH-Bórico, (sistema de Poulik) y Citrato-Histidina pH 7.0 donde, en 
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general, se obtuvo una mayor resolución para todas las enzimas. No se 

detectó ninguna enzima catódica ni enzimas del grupo "sin actividad" con los 

diferentes sistemas de tampones empleados. Estos resultados coinciden con 

los descritos por Cheney y Babbel (1978), en Euchewna y en macroalgas, en 

general, en las que nunca se han descrito enzimas catódicas. Probablemente, 

en los valores de pH empleados (entre 8.5 y 9) la mayoría de las proteínas 

estén cargadas negativamente teniendo puntos isoeléctricos que según Hames 

y Rickwood (1983), oscilan entre pH 4 a 7 con lo cual migrarán, de manera 

general, hacia el ánodo. 

La resolución de las bandas en cada uno de los sistemas de tampones 

dependió, al igual que en acrilamida, de la enzima ensayada. En las tres 

especies, la enzima PGM se obtuvo con buena resolución y actividad y con 

el mismo número de bandas independientemente del tampón. GDH y 

fosfatasas de las tres especies y DIA de Gracilaria ferox mostraron el mismo 

número de bandas independientemente del tampón aunque con distinta 

resolución (Tabla 3.4). Por el contrario, no se observaron las bandas débiles 

de PGI de las tres especies al ensayar los sistemas TEB 8.6, Tris-Glicina 8.3 

y Tris-Citrato 7.2 (Tabla 3.4). Resultados similares se observaron en DIA de 

las dos especies de Gelidium al ensayar la separación de esta enzima en TEB 

8.6. MDH se observó con resolución en cualquiera de los sistemas ensayados, 

aunque mejoraba con los sistemas de Poulik y Citrato-Histidina 7.0, 

independientemente de la especie analizada (Tabla 3.4). En MDH se 

eht~vier, '~~! el misme fibmere de hundus independientemente de! sistema 

ensayado. EST también se observó con buena resolución en los mismos 

sistemas que en MDH, aunque en el sistema Citrato-Histidina se obtuvo una 

menor resolución de mT de Geiidium. 



TABLA3.4. Resoluciión obtenida en el grupo "enzirnas con actividad" empleando electroforesis en almidón. 1.- Enzima con muy baja resolución. 
2.- Enzima con resolución y actividad. 3.- Enzima con muy b.uena resoli.ci6n y actividad. -- No se ensay6. 

a. Gelidium arbuscula. 

Enzimas. ACP ALP. DIA. EST. GDH. MDH. PGI. PGM. SOD. 

Tampones. 
m 

- 

Poulik pH 7.8 1 3 3 3 3 3 3 3 2 
n 

TEB pH 8.6 -- -- 2 -- -- 2 2 3 -- E 
a 

Tris-Citrato pH 7.2 
2 -- -- 3 2 -- -- -- -- -- n - 
0 

2 2 Tris-Glicina pH 8.3 -- -- -- -- -- 2 -- 3 

O 

Citrato-Histidina pH 7.0 1 1 -- 2 3 3 3 3 3 

ACP = Fosfatasa ácida. ALP = Fosfatasa alcalina. DIA = Diaforasa. EST = Esterasa. GDH = Glutamato deshidrogenasa. MDH = Malato, 
deshidrogenasa. PGI == Fosfoglucoisomerasa. PGM = Fosfoglucomutasa. SOD = Superóxido dismutasa. 





TABLA 3.4. Continuaci6n. 

c. Gracilaria ferox. 

Enzimas. ACP ALP. DIA. EST. GDH. MDH. PGI. PGM. SOD. 

Tampones. 

- 
2 3 3 Poulik pH 7.8 3 2 3 3 3 3 - 

0 m 

TEB pH 8.6 -- -- 2 -- 1 2 2 2 2 O 

g 
2 2 2 1 2 n -- Tris-Glicina pH 8.3 -- -- -- 

E - 
a 

2 -- 3 2 3 3 3 3 Citrato-Histidina pH 7.0 2 n 

n 

3 
O 

ACP = Fosfatasa ácida. ALP = Fosfatasa alcalina. DIA = Diaforasa. EST = Esterasa. GDH = Glutamato deshidrogenasa.. MDH = Malato 
deshidrogenasa. PGI = Fosfoglucoisomerasa. PGM = Fosfoglucomutí~sa. SOD == Superóxido dismutasa. 
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A l  i g ~ d  que acfii_lami&, 1 ~ s  rpsu!@d~s &t_pnid~~ m g&c de dmiddn 

indican que la resolución enzimática de macroalgas ma-rinas depende 

directamente de su naturaleza y del pH del sistema de tampones, más que de 

la composición del tampón. Este hecho explica el que se hayan descrito 

diferentes sistemas de tampones según la naturaleza de la enzima, más que 

las especies analizadas. Cheney y Babbel (1978) emplearon en 4 especies de 

Euchewna, dos sistemas de tampones (Tris-glicina, pH 8.3 y Tris-citrato pH 

7.6) según la enzima analizada, independientemente de la especie. Soltis et 

al. (1983) realizan una revisión de la metodología electroforética en helechos 

y describen los sistemas de tampones más adecuados para cada enzima pero 

no para cada especie. Resultados similares se han descrito en plantas 
- -  7 1 nnn\ 
supGIlu1t:s \hGpIlai 1, 1 YYU) . 

m 
D 

Nuestros resultados indican que los sistemas de tampones empleados - - 
m 
O 

en otras especies de macroalgas marinas (Tris-EDTA-Borato pH 8.6 y Tris- - - O 

m 

citrato pH 7.2) (Innes y Yarish, 1984; Lindstrom y South, 1989; Lindstrom y E 

O 

Cole, 1990; Malinowsky, 1974; Miura et al., 1978a; 1978b; 1979) no son los n 

E - 

adecuados para el estudio isoenzimático de Gelidium arbwcula, Gelidium a l 

n 

canariensis y Gracilaria ferox. n 
n 

Si no se retiran del gel los papeles impregnados con la muestra a los 3 
O 

5 a 20 minutos de haber comenzado la electroforesis, se obtiene gran 

cantidad de rastros en las zonas donde han corrido las proteínas, empeorando 

la resolución de las bandas. Si se retiran antes de trancumdos 5 minutos, se 

pierde actividad enzimática. 

3.6.- Diferencias entre los geles de acrilamida y almidón. 
La resolución comparativa de las bandas entre los geles de acrilamida 

y almidón variaba en función de la enzima. No se detectaron diferencias en 

PGM, ALP y DIA en las tres especies. Con geles de acrilamida se obtuvieron 

mejores resoluciones en EST y biliproteínas, mientras que PGI, MDH y GDH 

mostraron mejor resolución con almidón en las tres especies. 

En macroalgas nunca se han comparado los resultados entre geles de 

almidón y acrilamida. Thomas y Delcarpio (1971) obtuvieron resultados 

desiguales al comparar los patrones isoenzimáticos de dos especies de 



microalgas en geles de almidón y acrilamida. Por un Lado encont,.!.on que 

la enzima LAP no era visible en geles de acrilamida observándose claramente 

en los geles de almidón. Tambien observaron que los patrones de MDH eran 

iguales en ambos geles, mientras que al igual que en este trabajo la 

resolución de EST en acrilamida era superior al almidón. 

3.7.- Tinción. 
Los resultados obtenidos durante el proceso de tinción variaron según 

las enzimas y las especies analizadas, influyendo de manera desigual el pH, 

la concentración del sustrato, la temperatura de incubación y la adición de 

otros componentes a la solución de tinción. 

Eii tdas ias eí,zimas " - -- - -"- -. ' - 3 l e  * con acuviaaa las temperaturas empleadas (37 ' C 

y ambiente) no influyeron considerablemente en la actividad enzimática, 

coincidiendo con los resultados descritos por diversos autores en macroalgas 

marinas y plantas terrestres (Cheney, 1985; Soltis et al. 1983; Vallejos, 1983). 

Asimismo, tampoco influyó en la detección de enzimas del grupo "sin 

actividad". 

La adición del PMS 112 hora 6 1 hora después de la incubación del 

gel en las soluciones de tinción de PGI, PGM, MDH y GDH ofreció peores 

resultados que la adición en el mismo momento de la incubación, contraria- 

mente a los resultados descritos por Ayala et al. (1972). Las concentraciones 

más adecuadas de MTT y PMS fueron entre 20 a 30 mg1100 m1 de MTT y 

3 a iO rngr/'iW mi ae PMS. Estos resuítaclos coinciden con los resultados 

descritos por diversos autores en macroalgas (Lindstrom y South, 1989; 

Cheney y Babbel, 1978; Cheney, 1985), así como en plantas superiores 

(Vallejos, 1983; Shaw y Prasad, 1970) y otros organismos (Harris y Hopkin- 

son, 1976). 

3.7.1 .-ENZIMAS CON ACTIVIDAD. 

En la figura 3.1 se muestra el rango de pH empleado en cada una de 

las enzimas del grupo "enzimas con actividad", indicando aquellos valores 

con que se obtuvo mayor actividad. 
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FIGURA 3.1. pH de tinción empleados en las enzimas con actividad. 
Muy buena actividad. Baja actividad. 

SOD 

1-A MDH, PGI, PGM 

ALP 

ACP 

ACP = Fosfatasa ácida. ALP = Fosfatasa alcalina. DIA = Diaforasa. EST = 
Esterasa. GDH = Glutamato deshidrogenasa. MDH = Malato deshidroge- 
nasa. PGI = Fosfoglucoisomerasa. PGM= Fosfoglucomutasa. SOD = 
Superóxido dismutasa. 

Fosfatasa. No se detectó diferencia en el número de bandas y actividad 

de las fosfatasas de las tres especies, al emplear como sustrato cr 6 B naftil 

fosfato, lo que demuestra la inespecificidad de esta enzima con respecto al 

sustrato. La adición de 0.1 % de C12Mg y 0.1 % de ClzMn a las soluciones de 

tinción de ambas fosfatasas de las tres especies, aumentaban la intensidad de 

las mismas, coincidiendo con los resultados descritos por Lindstrom y South 

(1989) en seis especies de Palmariaceae y por Ayala et al. (1972) en 

Drosophila, aunque no coincide con los resultados descritos por Walther y 

Fries (1976) en varias especies de macroalgas. No obstante se obtuvo 
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actividad en estas enzimas suprimiendo el ClzMg y ClzMn del medio de 

tinción, lo que indica que no son iones imprescindibles para la reacción de 

estas enzimas. 

En Gelidiwn canuriensis y Gracilaria ferox no se encontraron diferencias 

en la intensidad, forma y posición de las bandas de ACP y ALP en un rango 

de pH entre 4 a 5 para ACP y 7 a 8.8 para ALP (Figura 3.1). En Gelidiwn 

arbuscula se detectaron diferencias en el número de bandas de estas enzimas, 

aunque ACP se obtuvo siempre con muy baja actividad, independientemente 

del pH (entre 4 y 5 )  y del sustrato empleado (a 6 a). 
Estos resultados indican que ambas fosfatasas (ACP y ALP) de 

Gelidium canuriensis y Gracilaria ferox son enzimas diferentes con una misma 

movilidad electroforética, o que constituyen una sola enzima con zctiviArl en 
m 

un rango muy amplio de pH (desde 4 a 8.8), (Figura 3.1). Aunque no 
= oi 
O 

podemos descartar la primera hipótesis, ya que están clasificadas por la U.I.B. 
- e 
m 

como enzimas diferentes, consideramos que se trata de la misma enzima, E 
O 

debido a la inexistencia de variación en la forma, posición y número de las g n 
E 

bandas a cualquier pH. Este amplio rango de pH en el que las fosfatasas a 

muestran actividad, no ha sido descrito en macroalgas. Cheney y Babbel n 

(1978), detectaron en cuatro especies de Eucheuma la enzima ACP, pero no 3 O 

pudieron detectar la ALP. Por el contrario, Malinowsky (1974) encontró en 

Codiwn fragile, un número de bandas diferentes según fuese ACP o ALP la 

enzima analizada. 

Esterasa. La tinción de EST mejoraba sensiblemente cuando previa- 

mente se incubaba el gel en la solución de tinción sin sustrato, el cual se 

cu"iadia üiios minüios más tarae, coincidiendo con íos resultados descritos en 

varias especies de plantas vasculares por Brewbaker et al. (1968). 

No se detectaron diferencias en el número de bandas al emplear a 6 

B naftil acetato como sustrato, aunque se detectó mayor resolución al emplear 

B-naftil. Este resultado indica la inespecificidad de las esterasas, con respecto 

al sustrato, lo que coincide con los resultados obtenidos en otras EST de 

plantas vasculares (Gottlieb , 198 1). En macroalgas se han empleado ambos 

tipos de sustratos (a y B naftil) en la misma solución de tinción, sin valorarse 
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las variaciones en los patrones de bandas de EST empleando uno u otro 

sustrato. Mallery y Richardson (1972) emplearon a-naftil para teñir EST de 

11 especies de macroalgas marinas, mientras que Cheney (1985) en una 

revisión sobre electroforesis en macroalgas, y Lindstrom y South (1989) en 6 

especies de Palmariacea, describen la utilización de a y B naftil. En plantas 

vasculares también se han empleado ambos tipos de sustratos en la misma 

solución de tinción (Valiejos, 1983; Soltis et al. 1983). 

Se encontró mayor actividad enzimática de EST en Gracilaria ferox que 

en cualquiera de las dos especies de Gelidium, cuando se ensayaban en las 

mismas condiciones de extracción y tinción, aunque en las tres especies se 

obtuvo mejor resolución a pH 7.1, coincidiendo con la metodología descrita 

por Shaw y Prasad (1970). Estos resultados corroboran la heterogeneidad de 

las enzimas según la especie, ya que en otras especies de macroalgas 

(Lindstrom y South, 1989; Mallery y Richardson, 1972) y en plantas vasculares 

(Vallejos, 1983; Soltis et al. 1983) la enzima EST siempre se ha teñido a pH 

6.0 con el que en nuestro caso se obtuvo escasa actividad Figura 3.1). 

Fosfoglucomutasa. (PGM) v fosfo~lucoisomerasa (PGn. PGM y PGI 

se teñían muy bien a pH 8.0 en todas las especies, aunque cualquier pH 

entre 7 y 8.5 dio resultados positivos. Estos resultados coinciden plenamente 

con los descritos en otras macroalgas marinas. Cheney y Babbel (1978) en 

cuatro especies de Eucheuma, e Innes y Yarish (1984) en Enterornorpha, 

emplearon también pH 8.0 en el revelado de PGM, mientras que Lindstrom 

y South (1989) emplearon pH 7.5 en la tinción de estas enzimas en seis 

especies del género Palmariacea. Soltis et al. (1983) describieron una mayor 

res"iucióñ en es*ms eñzimas emyimldo yH 8.0, disITiiIiuyeIiGo 6 consi~era&- 

mente la actividad si se empleaba pH 7.5. Estos resultados sugieren que el 

rango óptimo de pH de PGM y PGI en Gelidium arbuscula, Gelidium 

canariensis y Gracilaria ferox es mayor que el detectado en helechos. 

La adición de C12Mg no era imprescindible para la actuación de estas 

enzimas, aunque aumentaban su actividad al igual que en helechos (Soltis 

et al., 1983). Asimismo, ambas enzimas podían reaccionar con NAD o NADP 

aunque la actividad enzimática disminuía empleando NAD como cofactor, 



coincidiendo igualmente con los resultados descritos por Soltis et al. (1983) 

en helechos. La adición de NADP y ClzMg se ha empleado en la tinción de 

PGM y PGI de macroalgas marinas (Cheney y Babbel, 1978; Innes y Yarish, 

1984; Cheney, 1985, Lindstrom y South, 1989) aunque hasta el momento no 

se había estudiado su efecto específico. 

En las tres especies analizadas se detectó una sola banda de PGM con 

una gran actividad enzimática. De la enzima PGI se detectaron varias bandas 

(Figura 3.1) , siendo la de mayor actividad la que mostraba mayor movilidad 

electroforética. 

Ambas enzimas ocupaban posiciones muy separadas en el gel, 

mostrando PGM una movilidad electroforética superior a cualquier banda 

de PGI. La tinción conjunta de ambas enzimas no alteró su actividad y 

resolución. 

Glutamato deshidrogenasa (GDH). En Gracilaria ferox no se detectó 

GDH a pesar de las diferentes temperaturas, (37°C y temperatura ambien- 

te) pH (entre 7 y 8), concentraciones de NAD y NADP (entre 0.10 a 0.60 

mglml) y concentraciones de sustrato (hasta 0.40 M) ensayadas. En Gelidium 

canariensis la actividad GDH fue muy baja en todas las variantes metodológi- 

cas descritas para Gracilaria ferox. S610 se detectó actividad enzimática a pH 

entre 7.4 y 8.0 y con una concentración de sustrato superior a 0.025 M. Por 

el contrario, en Gelidium arbuscula la intensidad de las bandas era muy 

elevada, incluso con una concentración de sustrato muy inferior a la querida 

por Gelidiwn canariensis. l o s  patrones de GDH en Gelidiwn arbuscula no 

variaron empleando NAD o NADP como cofactores, obteniéndose una mayor 

xtividad con ün ~ ~ i g o  Uz pIi de 7.5 a 8.0. 

Estos resultados coinciden con los descritos en otras especies de 

macroalgas. La actividad GDH se ha puesto de manifiesto a pH 7.5 en 6 

especies de Palmariacea (Lindstrom y South, 1989), mientras que Cheney 

(1985) describe el pH 8.0 como el más adecuado para teñir esta enzima. Por 

el contrario, Sato et al. (1984) en Porphyrayezoensis y Gayler y Morgan (1976) 

en Caulerpa simpliciusculu emplearon pH 8.3. En plantas vasculares se han 

empleados pHs entre 7.5 y 8.0 (Vallejos, 1983; Shaw y Prasad, 1970; Soltis et 
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al.. 1983). 

La inespecificidad de la GDH respecto a NAD(P) ha sido descrita en 

Porphyra yezoensis, (Sato et al., 1984) y en Caulerpa simpliciuscula (Gayler y 

Morgan, 1976), aunque en ambos casos la enzima tenía mayor actividad 

(hasta 75 veces más) empleando NADP. Estos resultados difieren con los 

obtenidos en ambas especies de Gelidiwn, donde no se detectó variación en 

la actividad de GDH al emplear NAD o NADP. En Feofitas (Rice y 

Crowden, 1987) se ha empleado NAD para poner de manifiesto la enzima, 

mientras que en Rodofitas se ha empleado el NADP como cofactor 

(Lindstrom y South, 1989; Lindstrom y Cole, 1990). En plantas superiores se 

ha empleado mayoritariamente el NAD en la reacción de tinción (Shaw y 

Prasd, 1970; Vdkjm, 1983; SdUs u d., 1983). 

Malato deshidro~enasa. (MDH). Los mejores resultados se obtuvieron 

en un rango de pH de 7.0 a 8.0, en consonancia con los datos de Malinowsky 

(1974) en Codiwn fragile, Cheney y Babbel, (1978) en cuatro especies de 

Euchewna, y Lindstrom y South (1989) en seis especies de Palmariaceae. 

La adición a la solución de tinción de otros componentes como EDTA 

o ClzMg no produjeron cambios en la resolución de esta enzima, contraria- 

mente a lo descrito por otros autores (Soltis et al., 1983; Brewbaker et al., 

1968). 

Es de destacar la necesidad de emplear una concentración relativamente 
. , elevada de wstrato (entre 0.25 y 0.35 M) en coqmcion  con !as concen'ua- 

ciones descritas por otros autores en macroalgas. Cheney y Babbel (1978) 

emplearon una concentración de 0.22 M, mientras que Malinowsky (1974) en 

Codiwn fragile empleó una concentración final de 0.01 M. Lindstrom y South 

(1990) en seis especies de Palmariaceae y Lindstrom y Cole (1990) en cinco 

especies de Porphyra, emplearon 0.1 M de sustrato. 

Estos resultados sugieren que MDH de Gelidiwn arbuscula, Gelidium 

canarienris y Gracilaria ferox tienen unas actividades específicas inferiores a 

otras macroalgas marinas. 



Diaforasa. (DIAL. El pH óptimo para esta enzima en las tres especies 

estudiadas osciló entre 7.5 y 8.0. Las tres especies mostraron actividades 

similares y una gran actividad en la banda con mayor movilidad electroforé- 

tica. 

Esta enzima se ha descrito solamente en Porphyra yezoensis (Fujio et al., 

1985; 1987). En plantas superiores, y coincidiendo con nuestros resultados, se 

ha detectado actividad a pH 8.0 (Vallejos, l983), aunque contrariamente a lo 

descrito por este autor, no se detectó pérdida progresiva de las bandas en el 

gel al aumentar el tiempo de tinción. 

Su~eróxido dismutasa. (SOD). Las mejores condiciones de tinción de 

SOD se obtuvieron a pH 7.4, después de incubar el gel a 37°C durante 20 
m 

minutos en oscuridad y exponiéndolo posteriormente a temperatura ambiente, - 
m 
O 

que constituye una modificación de las condiciones descritas por Vallejos 
- 
0 

m 

(1983) y Moore y Collins (1982). El tiempo de aparición de las bandas osciló E 

O 

entre 1 a 2 horas, sobretiñéndose al aumentar el tiempo. La adición de 
n 

E TEMED redujo la resolución de las bandas contrariamente al método a 

descrito por Vallejos (1983). También se obtuvo una menor intensidad n n 

n 

empleando NBT en vez de MTT, lo cual coincide con la mayor especificidad 
3 O 

de este colorante descrita por Vallejos (1983). 

También se detectó actividad SOD al emplear MTT en la tinción de 

otras enzimas (MDH, PGI, PGM y GDH), aunque las intensidades eran 

considerablemente menores, contrariamente a los resulbdos obtenid~s en 

otras macroaigas (Cheney y Babbel, 1978; Innes y Yarish, 1984; Lindstrom y 

South, 1989; Lindstrom y Cole, 1990). 

E! 123  6piiiii~ en SOD en las tres especies estuaiacias es íigeramente 

más bajo que los pH empleados en otras macroalgas. Lindstrom y South 

(1989) detectaron actividad SOD a pH 7.5 u 8, mientras que Innes y Yarish 

(1984) en Enteromorpha linza, Cheney y Babbel (1978) en Euchewna, y 

Malinowsky (1974) en Codium fragile, emplearon pH 8.0. Valores similares 

se han descrito en plantas vasculares (Vallejos, 1983; Soltis et al., 1983). 
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3.7.2.- ENZIMAS SIN ACTIVIDAD. 

En las enzimas del grupo "sin actividad" no se obtuvieron resultados 

positivos frente a las variaciones de pH, concentración y composición de los 

sustratos y temperaturas de tinción. 

La imposibilidad de detectar enzimas del gnipo "sin actividad" en las 

especies estudiadas contrasta con su detección en otras especies de macroal- 

gas marinas. La enzima ALD ha sido descrita en 6 especies de Palmariaceae 

(Lindstrom y South, 1989) y varias especies de Feofitas (Rice y Crowden, 

1987). AMY ha sido descrita en Enteromorpha linza (Innes y Yarish, 1984). 

A 0  ha sido descrita en Feofitas (Rice y Crowden, 1987) y en la Familia 

Palmariaceae (Lindstrom y South, 1989). GOT ha sido descrita en Entero- 

morpha linza (Innes y Yarish, 1984), en Porphyra (Lindstrom y Cole, 1990; 

Fujio et al., 1985; 1987) y en Codium fragile (Malinowsky , 1974). G6PDH ha 

sido descrita en Porphyra (Fujio et al., 1985; 1987), en Chaetomorpha (Blair 

et al., 1982), en la Familia Palmariaceae (Lindstrom y South, 1989) y en 

Codium fragile (Malinowsky, 1974). LAP ha sido descrita en 11 especies de 

macroalgas marinas de las tres Divisiones biológicas (Mallery y Richardson, 

1972), en varias Fucaies (Marsden et al., 1984a) y en Porphyra (Fujio et al., 

1985; 1987). PX ha sido descrita en Porphyra (Fujio et al., 1985; 1987; 

Lindstrom y Cole, 1990), en varias Feofitas (Marsden et al., 1984a; 1984b; 

Vilter y Glombitza, 1983; Rice y Crowden, 1987). 

En la Tabla 3.5 se describen los componentes añadidos a la solución 

de tinciiín de variar enzimas "sin actividad". En todos los casos se obtuvieron 

resultados negativos, contrariamente a los resultados descritos por varios 

autores en diferentes especies. Miura et al. (1978a; 1978b) y Soltis et al. 
..r\nn\ 

(lYU3), empiearon Na2S2G3 en ia unción de SAT de Pürphyrü yezoeñsis y 

varias especies de helechos respectivamente con resultados positivos. Vallejos 

(1983) describe la activación con Mg2' o Mn2' de las enzimas NADP- 

dependientes (G6PDH, IDH, SkDH). Mientras que Cheney (1985) describe 

la activación de la enzima LAP al añadir estos iones a la solución de tinción. 

La imposibilidad de detectar las enzimas "sin actividad" corrobora la 

hipótesis de la baja actividad per se de estas enzimas en las tres especies 

estudiadas. 



TABLA 3.5. Compuestos añadidos a las soluciones de tinción del grupo 
::enzimas sin actividadii. El asterisco (*) indica que se ensayó el compuesto en la 
solución de tinción en la enzima dada. 

Enzima. 

Compuesto. 

C12Mg 0.1-1 % 

C12Mn 0.1-1% 

PVP 1-5% 

BSA 0.5% 

ClNa 1-3 % 

C12Ca 0.02 M 

Na2S203 0.02 M 

ADH AMY CAT ' G6P GOT IDH LAP PX Me 

ADH = Alcohol deshidrogenasa. AMY = Amilasa. CAT = Catalasa. GOT = 
Aspartato aminotransferasa. G6P = Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa. IDH = 
Isocitrato deshidrogenasa. LAP = Leucin arninopeptidasa. PX = Peroxidasa. 
Me= Málico enzima. 

3.7.3.- El efecto "sin deshidmgen?o3". 

El efecto "sin deshidrogenasa" no se observó en Gracilaria ferox pero 

aparecía en ambas especies de Gelidium, con cualquier tampón de extracción, 

condiciones de congelación y tinción, apareciendo siempre con una alta 

movilidad electroforética. 

Este fenómeno era más acusado al aumentar el tiempo de almacena- 

miento en cultivo y al teñir para MDH. Por el contrario disminuía al teñir 

para SDH, GALDH, ADH y LDH. 
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Aunque Cheney (1985) describe la existencia del fenómeno "sin 

deshidrogenasa" en su revisión de las técnicas de electroforesis isoenzimática 

en macroalgas, ningún autor ha descrito experimentalmente hasta el momento 

la existencia del mismo en macroalgas. Los únicos autores que han realizado 

tinciones control de este fenómeno en macroalgas marinas, no han detectado 

la existencia del mismo (Cheney y Babbel, 1978; Lindstrom y South, 1989). 

La observación del efecto "sin deshidrogenasa" con tampones de 

extracción sin compuestos tiólicos (2-Me) indican que estos agentes no son 

los causantes del fenómeno como habían sugerido Hanis y Hopkinson (1976). 

Asimismo, el aumento en la concentración de PMS en la solución de tinción 

no conducía a un aumento en el fenómeno, lo cual indica que este producto 

no es el causante del efecto, tal y como habían descrito Hashimoto et al. 

(1 964). 

El fenómeno "sin deshidrogenasa" fue más intenso al teñir para MDH, 

indicando que los productos de degradación de esta enzima pueden ser los 

causantes de este efecto. Por el contrario el efecto "sin deshidrogenasa" fue 

menor al teñir para PGM, PGI, SkDH, GALDH, indicando que estas enzimas 

(o los productos de su degradación) no originan este fenómeno, hipótesis 

contraria a las sostenidas por otros autores (Harris y Hopkinson, 1976; 

Wilkinson, 1970; Whitten y Hayhome, 1986; Shaw y Koehn, 1965; Cuatrecasas 

y Segal, 1967; Kephart, 1990). Por otro lado la observación de un incremento 

del fenómeno a medida que aumentaba el deterioro de los individuos en 

cultivo confirman que el estado fisiológico del tejido es también una de las 

consecuencias del efecto "sin deshidrogenasa" , asociado probablemente al 

aumento de los productos de la degradación celular. 
.rr_.1 Es ciiiicii explicar porqué ei fenómeno no ocurre en Graciiaria firox, 

quizás en esta especie se produzcan menos productos utilizables por la MDH 

y por ello no se aprecia. Asimismo, el grado de degradación de esta especie 

en cultivo es muy bajo, lo cual también podría explicar la inexistencia del 

fenómeno en esta especie. 



IV. GENETICA. 

INTRODUCCION. 
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genética de poblaciones. 
El descubrimiento de las isoenzimas como una consecuencia directa de 

los genes en los organismos, hizo considerar la técnica de electroforesis 

isoenzimática como una metodología muy eficaz en la detección de mutacio- 

nes: Esta aplicación dio una nueva dimensión al estudio de la acción de los 

genes que anteriormente se basaba en alteraciones de los caracteres 

morfológicos, muchas veces difíciles de interpretar o realizar. 

La aplicación genética se basa en la colinearidad "un gen - una 

proteína", considerando que las isoenzimas son las consecuencias bioquímicas 

de la sustitución, deleción o adición de aminoácidos que afectan la migración 

electroforética de la enzima. Así, el análisis de las estructuras proteicas 

mediante electroforesis es, indirectamente, el análisis de un gen (Gottlieb 

1977a). Es precisamente esta simple relación entre las bandas detectadas en 

un gel y la secuencia nucleotídica de los genes la que hace a la electroforesis 

isoenzimática una potente herramienta analítica en genética. 

El desarrollo de la técnica en el análisis genético llevó a algunos autores 

(Harris y Hopkinson, 1976; Gottlieb 1977a), a clasificar las isoenzimas no 

secundarias (isoenzimas secundarias son aquellas bandas isoenzimáticas sin 

una naturaleza genética demostrada), en dos grupos, denominando aloenzimas 

aquellas formas diferentes de una enzima que estuviesen especificadas por 

diferentes alelos de un único gen, manteniendo el término de isoenzima si sus 

polipéptidos están codificados por más de un locus génico. 

King y Ohta (1975), propusieron el término de electrornor$o para 

designar las diferentes bandas, de procedencia genética, que aparecían en la 

electroforesis, considerando que un electromorfo puede ser, en realidad, un 

grupo de isoalelos. 

Posteriormente el término isoenzima ha sido modificado por la Unión 

Internacional de Nomenclatura Bioquímica (1984), y las isoenzimas secun- 

darias no son consideradas como isoenzimas, ya que en parte pueden 

aparecer debido exclusivamente a la técnica. Por otro lado, el término 

"aloenzima" sólo se aplica cuando las bandas tienen una naturaleza genética 

demostrada (Kephart, 1990). Otros autores (Weeden y Wendel, 1989; Werth, 



1989) &iferenriLq d lWGs y e! pi&uc;u. iswlizim&Jm @icando ei &ino 

"loci isoenzimático" en vez de "isoenzima". 

Las aplicaciones y ventajas de la tdcnica, así como las limitaciones y sus 

bases han sido ampliamente descritas por varios autores (Lewontin, 1979; 

Selander, 1980; Gottlieb , 198 1) , destacando las siguientes: 

La variación en los patrones de bandas es la consecuencia directa 

de la variación en los genes, por lo tanto se pueden identificar va- 

riantes en genes individuales. Las estimas de la variabilidad 

genética obtenidas a partir del estudio de unos pocos loci puede 

exúapoiarse a todo eí genoma (Dobzhansky et al., 1983). 

Los genes que codifican las isoenzimas son codominantes lo que 

hace que no existan enmascaramientos de genes debido a 

dominancia o recesividad. 

El análisis genético se efectúa en el mismo momento en que se 

realiza la electroforesis, sin necesidad de esperar la aparición de 

descendencias. 

Las enzimas que se estudian no están influenciadas por el 

ambiente externo, pudiéndose en muchos casos, compararse 

enzimas, y por tanto genes, de organismos completamente 

diferentes, lo cual hace de la técnica una herramienta muy útil en 

eí estudio de relaciones evolutivas entre especies. 

Se requiere sólo una pequeña muestra de material biológico para 

realizar el estudio, pudiéndose comparar una gran cantidad de 

individuos en un sólo análisis. 

DESVENTAJAS.- 

1) Debido a la redundancia en el código genético, muchos cambios 

nucleotídicos no hacen variar la secuencia de aminoácidos en las 

proteínas por lo que puede existir cambio nucleotídico sin al- 

teración aminoácida en las proteínas. 
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hagan variar la carga neta de las proteínas. Esto quiere decir que 

muchas de las bandas con igual movilidad en el gel no necesaria- 

mente indican una secuencia de aminoácidos idéntica. 16 de los 20 

aminoácidos comunes son electroforéticamente neutrales en el 

rango de pH empleados en los tampones de los geles. Se ha 

estimado (King y Wilson, 1975) que la proporción de mutaciones 

puntuales detectadas por electroforesis es aproximadamente de 

0.27. Por tanto, la variabilidad genética detectada por las técnicas 

electroforéticas convencionales constituye una estima por defecto 

(Bernstein et al., 1973; Ayala 1982). 

3j Muchas veces la interprehciúñ genéUca be las "--A-- 
UdJlUd3 es 

complicada si el número de genes que están actuando es elevado, 

siendo imprescindible la realización de cruces y análisis de la des- 

cendencia para poder entender bien la estructura genética del 

organismo. En ocasiones, la aparición de isoenzimas secundarias 

hace que el zimograma sea muy complejo obligando a realizar gran 

cantidad de controles para distinguir las bandas de origen genético 

de aquellas que no lo son. 

4) Los datos electroforéticos no nos indican el número de sus- 

tituciones nucleotídicas que existen entre dos alelos o genes. 

5) Sólo se pueden detectar genes estructurales que codifican para 

enzimas solubles. 

A pesar de estas desventajas, la electroforesis isoenzimática ha sido 

la técnica más empleada en el estudio genético de las poblaciones, llegándose 

a definir como "el método más adecuado para medir las variaciones genéticas 

cerca del nivel de ADN, libre de efectos ambientales" (Ayala, 1982). 

Lewontin (1972) y Brown (1978) consideran que para poder obtener 

una estima razonable de la variabilidad genética en poblaciones naturales por 

electroforesis isoenzimática, es necesa.t-io tener en cuenta las siguientes 

condiciones: 



1) Estrategia de muestm. Es i.eceake, *a?t~ un a d c i d o  'micu'ió 

de muestra, (entre 50 y 100 individuos por lugar de recogida) como la 

aletoriedad del muestreo, eligiendo el mayor número de localidades pLi3 2les, 

con una amplia variedad de ambientes. 

2) Debe analizarse un gran número de loci. Este aspecto es induso 

más importante que el análisis de un gran número de individuos. Cheney 

(1985) estima que se han de analizar un mínimo de 15 a 20 loci. El conjunto 

de loci analizados ha de ser diverso, y no debe elegirse condicionado por 

variabilidades ya conocidas, es decir, los loci estudiados deben elegirse 

totalmente al azar. 

Aunque estas son las condiciones ideales para abordar un estudio de 

ge~ktica de pb!aciones, el iiic~iiipiirsikñtv de alguna ae eiias no invaíida el 
,, o 

- 

estudio realizado ya que va a depender de la naturaleza del organis *?o = m 
O 

- 
estudiado y del objetivo propuesto. - 

0 m 

E 

O 

g 
4.2.- Aplicación de las técnicas electroforéticas en n 

E 
a 

macroalgas marinas. n 

Desde las primeras referencias de la utilización de la electroforesis en 

el estudio de la variabilidad genética (Hamis, 1966; Johnson et al., 1966; 

Lewontin y Hubby, 1966) esta técnica se ha utilizado ampliamente en el 

análisis genético de cientos de organismos del Reino animal (Selander, 1980; 

Avise, 1975) y vegetal (Gottlieb, 1981; Hamnck et al., 1979; Simpson y 

'Witñers, 1986) aunque su utilización en el estudio de algas es reciente y muy 

escaso (Cheney , 1985). 

En microalgas, los primeros trabajos de aplicación de las técnicas 

electroforéticas datan de 1961 con los trabajos desarrollados por Keck (1961) 

en Acetabularia. Aunque posteriormente se han aplicado al estudio de un 

relativamente elevado número de especies, los objetivos han sido fundamen- 

talmente taxonómicos (Thomas y Delcarpio, 1971; Holton, 1973; Derbyshire 

y Whitton, 1968; Whitten y Hayhome, 1986; Hayhome y Pfiester, 1983; 

Hayhome et al., 1987; 1989) y algunos específicos sobre aspectos genéticos 

(Gallagher, 1980; 1982; 1986; Brand 1981; 1982), siendo el número de 
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microalgas muy superior a macroalgas (ver Gallagher, 1986). 

La primera referencia de la aplicación de las técnicas electroforéticas 

a macroalgas marinas data de 1970 (Young, 1970). Hasta el presente sólo 

hemos podido localizar una veintena de artículos científicos que hayan 

utilizado estas técnicas en macroalgas marinas, de los cuales uno (Cheney, 

1985) constituye un artículo de revisión en el que también se incluyen las 

microalgas. 

Los trabajos desarrollados en macroalgas marinas empleando la 

técnica electroforética se puede dividir en dos grupos: Con fines taxonómicos 

(sin identificación de loci isoenzimáticos) y con fines genéticos (identificando 

ia naturaieza genética de ias bandasj. 

4.2.1.- APLICACION CON FINES TAXONOMICOS. 

Tres de los artículos publicados que aplican la técnica con fines 

taxonómicos, analizan exclusivamente los patrones electroforéticos de 

proteínas totales o biliproteínas (Young , 1970; Mallery y Richardson, 1971 ; 

Price et al., 1987); el resto (Blair et al., 1982; Mallery y Richardson, 1972; 

Richardson y Mallery, 1973; Marsden et al., 1981; 1984a; 1984b; Rice y 

Crowden, 1987; Vilter y Glombitza, 1983) emplearon los patrones isoen- 

zimáticos para comparar diferentes especies, empleando la electroforesis 

como técnica complementaria. 

Young (1970) comparó los patrones de proteínas totales en 12 

especies de macroalgas, observando que el número de bandas totales 

disminuía desde las Clorofitas (con patrones proteicos más complejos) a las 

Feofitas (con un menor número de bandas), presentando las Rodofitas un 

número de bandas intermedio. 

Mallery y Richardson (1971), compararon 11 géneros de algas rojas 

empleando inicialmente patrones de proteínas totales y biliproteínas, que 

posteriormente (Mallery y Richardson, 1972; Richardson y Mallery , 1973) 

completaron con tres sistemas enzimáticos (EST, ACP y LAP). Sus datos 

s61o incluyen las movilidades relativas de las bandas isoenzimáticas detecta- 

das, así como el número de ellas en cada especie, omitiendo el análisis de la 



esterasa y fosfatasa de las posibles relaciones entre cada especie debido a la 

complejidad de sus patrones. 

Hoxmark (1975) empleó la electroforesis para comparar las diferentes 

fases reproductoras de Ulva mutabilis, encontrando diferencias en el número 

de bandas de proteínas totales entre los individuos gametofitos y los 

esporofitos. Los gametofitos presentaban una banda, de baja movilidad, que 

no aparecía en los esporofitos, lo que permitió especular sobre la posible 

existencia de un factor citoplasmático que controle el ciclo de vida de esta 

especie. Posteriormente, Hushovd et al. (1982) reexaminaron ambas fases 

mediante electroforesis e isoelectroenfoque, llegando a la conclusión que 

cuando las condiciones experimentales y del organismo son controladas 

estrictamente, las diferencias entre los gamet~fitns y e s p r ~ f  tm de~i)?~ecim. 

Recientemente, Price et al. (1987) emplearon patrones electroforé- 

ticos en dodecil sulfato sódico (SDS) e isoelectroenfoque (IEF) para 

comparar cuatro especies de Callithamnion (Rodofita) observando un alto 

grado de concordancia entre los datos electroforéticos (en cualquiera de su 

forma, SDS o IEF) con los datos morfol6gicos. No emplearon ni patrones 

isoenzimáticos, ni ningún índice estadístico para confirmar este hecho. 

En Feofitas también se ha aplicado la electroforesis isoenzimática con 

fines taxonómicos. Marsden et al. (1984a; 1984b) compararon 6 sistemas 

enzimáticos entre cinco especies del Orden Fucales y cuatro del Orden 

Laminariales. S610 compararon uno o dos individuos de cada especie debido 

a La complejidad de !m prwdimientcs de ex',-,cci6n p i ~ t e k ~ s ,  (inciuyerido 

precipitación de las proteínas con sulfato amonio y elución en columnas 

cromatográficas). La gran cantidad de polifenoles, mucilagos y taninos e 

inhibiáores enzimiticos que contienen las Feofitas, hacen de éstas uno de los 

organismos más complejos de estudiar isoenzimáticamente (Marsden et al., 

1981). Vilter y Glombitza (1983) analizaron los patrones de peroxidasas de 

6 Fucales y 5 Laminariales encontrando grandes diferencias entre las especies 

de ambos órdenes. Rice y Crowden (1987) también compararon seis especies 

de Fucales, empleando la misma metodología que Marsden et al. (1981), pero 

pudieron comparar 21 sistemas enzimáticos en la mayoría de las especies. La 
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precisas. 

En Clorofitas, Blair et al. (1982) aplicaron el índice de identidad de 

Hedrick para comparar cuatro especies de Chaetomolphu sin poder 

interpretar las bandas genéticamente debido al desconocimiento de la ploidía 

de los individuos analizados. (Ver apartado 4.6). 

4.2.2 .- APLICACION CON FINES GENETICOS. 

Dentro de esta clasificación cabe a su vez, distinguir entre los 

artículos que han estudiado propiamente aspectos de la genética de 

poblaciones, de aquellos que se han centrado en la correlación entre aspectos 

ecoÍísioiógicos con ia dis~oución de patrones isoenzimáucvs. 

Del escaso número de artículos experimentales en los que se han 

empleado técnicas electroforéticas en macroalgas marinas, únicamente en 1 1 

artículos han analizados aspectos relacionados con la genética de las 

macroalgas. En la Tabla 4.1 se resumen estos artículos, detallando el número 

de poblaciones, el número de loci y los parámetros estadísticos estudiados. 

Algunos autores (Miura et al.,  1978a; Lindstrom y South, 1989) aunque 

identifican loci isoenzimáticos, no calculan los parámetros propios para 

examinar genéticamente las especies o poblaciones analizadas, por lo que 

constituyen realmente estudios taxonómicos con genes isoenzimáticos. 

Okumura y Fujino (1986) detectaron variantes isoenzimáticos 

termosensibles asociados a la temperatura deí habitat. Los aíeios termorresis- 

tentes detectados en las tres enzimas analizadas, PGI, PGM y GDH, se 

encontraban con mayor frecuencia en los hábitats más cálidos. Recientemente 

Innes (1987), analizando cinco loci polimórficos, encontró en 16 localidades 

de Enteromorpha lima que los fenotipos enzimáticos encontrados se 

agrupaban en tan sólo 13 fenotipos multiloci (de los 5400 teóricamente 

posibles). Las frecuencias relativas de estos 13 clones fenotípicos en las 

poblaciones localizadas en áreas de baja salinidad eran muy similares entre 

sí, y diferían genéticamente respecto a otras poblaciones adyacentes con 

salinidades superiores. Asimismo encontró una diferenciación muy clara en 

las frecuencias relativas de los clones entre las zonas intermareal alta y baja 



TABLA 4.1. Especies y parámetros empleados en el analisis de la variabilidad. 
incluyen aquellos trabajos donde se hace una identificación genética de las bandás 

Especies. No Pobla- No Loci 
ciones. totales. 

* 
*NO Loci' Proporcidn 
polimór- loci polimbrficos. 
ficos. 99% 95% 

Eucheuma nudum. 
E. isifonne. 
E. gelidiwn. 
E. acanthocladum. 

Porphyra yesoenzis. 
P. tenera. 
P. kuniedai. 
P. pseudolinearis. 

P. yesoenzis. 
Pob. salvajes. 
Pob. cultivadas. 

P. yesoenzis. 

P. yesoenzis. 

Enteromorpha linza. 

E. linza. 

Palmaria palmata. 
P. hecatensis. 
P. mollis. 
D ,....7T~..7....77..:2.... 
r . ~urrupr~yrruiueJ. 

Devaleraea ramentacea. 
Halosacion glandifome. 

*. Valores medios entre todas las poblaciones analizadas. 
1. Número de loci p0lim6~cos analizados en alguna de las poblaciones. 
2. Criterio 99% y 95%. La frecuencia del alelo más común es mayor a 0.99 6 0.95. 
3. Heterocigosidad esperada. 
4. Heterocigosidad observada. 
5. Realización o no del test de equilibrio de Hardy-Weinberg. 
6. Estadístico empleado en el análisis de divergencia genética. 



IV. Introducción. Genética. 109 

genética mediante electroforesis isoenzimatica en macroalgas marinas. S610 se 
'. electroforéticas obtenidas. El guión (-----) indica que no se realizó el cálculo. 

.. *15e3 
a .  ) , . t . : . ,  ' ~ 0 ~  No medio ~ e s t ~  %dentidad 
.. . alelos. H.W. gen~ticaP 

Método Referencia. 
filogenia. 

UPGMA Malinowsb, 1974 

Cheney y Babbel, 
----- 1978. 

----- ----- ----- m- -m--- e---- Miura et al., 1978a ,, - ----- - ----- ----- -- ----- ----- - 
m 
o ----- ---m- ----- -- ----- ----- 

----- O. 197 ----- -- ----- ----- Fujio et al., 1987 

----- ---m- ----- ----- ----- Si Innes y Yarish, 1984 

I = Identidad de Nei (1972). 1, = Identidad de Hedrick (1971). DR = Distancia de 
Rogers (1 972). 

<:. .. ' . 



las cuales tenían a su vez diferentes respuestas de oer-irnienti en fimciCI~! de 

la temperatura (los clones de las zonas altas tenían mayor crecimiento a 24°C 

que los clones recogidos de las zonas bajas). Los resultados indicaron la 

existencia de una relación directa entre genotipos detectados por electrofore- 

sis y aspectos eco-fisiológicos en esta especie. También encontró que 

individuos separados distancias muy cortas tenían una diferenciación mayor 

que otros individuos separados virios kilómetros, sugiriendo que existía una 

microdiferenciación en las poblaciones debido, en parte, a la adaptación 

diferencial de los' clones a los diversos ambientes intermareales (Innes, 1988). 

Miura et al., (1978b) también encontraron en Porphyra yezoenris una .. . 
relación entre el genotipo de la catalasa y la morfología de los talos, de tal 

mmerc. que !ss +dos que cmtdaii  d a?& CAT-a eraí inás aiiiplios en 

longitud y más lisos en textura que aquellos que poseían el alelo CAT-b. 

Las comunicaciones sobre resultados preliminares de la aplicación de 

la electroforesis isoenzimática en otras especies de macroalgas: Macroqstis 

integnfolia (Kemp et al., 1980), Gracilan'a tikvahiae y Bryopsis plwnosa 

(Penniman, 1987) y Porphyra columbina (Candia et al., l984), son insuficientes 

para entrar en detalle en su discusión. 

4.3.- Medidas de la variabilidad genética. 
Se han propuesto diversos estadísticos para cuantificar la variabilidad 

genética de un organismo o población y resumir la información a términos 

m& iiimejabies. Cada eslaaísuco aprecia diferentes aspectos de la variabili- 

dad genética siendo los más empleados los siguientes: 

4.3.1 .- PROPORCIÓN DE LOCI POLIMÓRFICOS. 

La proporción de loci polim6rficos (P) constituye una de las formas 

más simples de cuantificar la variabilidad genética. Se calcula dividiendo el 

número de loci polimórficos entre el número de loci totales. 

Para evitar el error de muestreo es necesario adoptar un criterio de 

polimorfismo (Ayala, 1982). Los criterios más usados son dos: Cuando la 

frecuencia del alelo más común es igual o menor que 0.95 (criterio del 95%) 
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o cumdo es igW$ o ñ,eñor que 0.99 (c&erio Gd 99 yo), cfiieriü 

arbitrario. 

La proporción de loci polimórficos tiene varios inconvenientes: 

- La utilización de cualquiera de los criterios es meramente subjetiva 

y ello repercutirá en la medida. 

- No tiene en cuenta las frecuencias alklicas, de tal forma que un 

locus ligeramente polimórfico cuenta tanto como otro locus muy polimórfico. 

A pesar de estos inconvenientes, esta medida nos da un importante 

aspecto de la variación génica dentro de las poblaciones (Nei, 1987). 

En macroalgas marinas la proporción de loci polimórficos ha sido 

calculado en dos géneros de Rodofitas, Porphyra (Miura et al., 1979; Fujio et 

ai., í985; Fujio et ai., i987j y Euchewna (Cheney y Iiabbei, 1978) y en una 

especie de Clorofita, Codium fragile (Malinowslq, 1974) (Tabla 4.1). En 

Porphyra, analizando entre 8 y 12 loci, se obtuvo una proporción de loci 

polimórficos que varió entre 0.33 a 0.9 17 según la población, mientras que en 

Eucheuma, se analizaron entre 7 y 11 loci, y la proporción de loci polimórfi- 

cos fue mucho más baja, entre 0.25 para E. acanthocladwn y 0.364 para E. 

isifomze. En todos los casos se siguió el criterio de polimorfismo del 99 % . En 

Codiwn fragile, se siguieron ambos criterios, (95 y 99 %) en 14 loci analizados 

(Tabla 4.1). Los resultados empleando ambos criterios sólo diferían en 4 de 

las 14 poblaciones analizadas, variando la proporción de loci polimórficos 

entre 0.143 y 0.500, con el criterio del 95 % y 0.275 a 0.714 con el criterio del 

99 % con unos valores medios de 0.31 y 0.346 respectivamente. 

No se ha calculado este índice en ninguna otra especie de macroalgas 

marinas. 

4.3.2.- HETEROCIGOSIDAD OBSERVADA. 

La comparación entre la heterocigosis observada y la heterocigosis 

esperada permite evaluar la estructura genética de las poblaciones (Nei, 

1987). 

La heterocigosis observada es la frecuencia media de individuos 

heterocigóticos por locus. Se obtiene dividiendo el número de individuos 

heterocigóticos para cada locus por el número de individuos totales 

analizados y calculando posteriormente las frecuencias para todos los loci. 



La heterocigosidad observada es una buena medida del grado de 

variación genética porque estima la probabilidad, en organismos con 

cruzamiento al azar, que dos alelos escogidos en una población sean 

diferentes. Sin embargo no refleja bien la cantidad de variación genética en 

las poblaciones de organismos que se reproducen asexualmente o por 

autofecundación (Ayala, 1982). 

Esta dificultad se puede evitar calculando la heterocigosis esperada, 

a partir de las frecuencias alélicas, como si los individuos en la población se 

cruzaran unos con otros al azar. 

Evidentemente, la heterocigosidad observada no es aplicable a los 

individuos haploides, con lo cual sólo es de utilidad en las macroalgas 

marinas, para La fase erpornfit;ca. Este idice o6k se ha determinab eii 

Codiwn frQgile (Malinowsky, 1974) y presentaba una heterocigosidad media 

para todas las poblaciones analizadas del 27.5% (Tabla 4.l), variando entre 

el 14.7 al 42.9% según la población. 

4.3.3.- HETEROCIGOSIDAD ESPERADA. 

Una medida más apropiada de la variación genética lo constituye la 

heterocigosidad esperada o diversidad génica (Nei, 1987). Esta medida no 

depende de la arbitrariedad de la definición de polimorfismo y puede ser 

definida sin ambigüedad en términos de frecuencias alélicas. 

Aunque en organismos haploides el concepto de heterocigosidad no 

q$i&!p, se p=& c~nsiderz la  ~;r&j&i:&d de que dos genes de una 

población elegidos al azar sean diferentes. Esta probabilidad es equivalente 

a la heterocigosidad en una población diploide con cruzamiento al azar y se 

pude definir en tkrminos de frecuencias alélicas, de la misma forma que la 

heterocigosidad, aunque se estén analizando individuos haploides. Nei (1973) 

ha denominado este valor como Zndice de diversidad génica y se puede 

emplear para la valoración de todo tipo de organismos, sean estos haploides, 

diploides o poliploides. Asimismo, puede emplearse para cualquier tipo de 

sistema reproductivo, asexual o sexual, lo que permite comparar los niveles 

de variabilidad genética de todas las fases del ciclo biológico de los seres 

vivos. 
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Porphyra yesoenzis (Fujio et al., 1985; 1987) (Tabla 4.1). Los valores de 

heterocigosidad medios detectados (He = 0.127 y 0.197 respectivamente) 

fueron muy similares entre sí y a los valores detectados en esporofitos de 

Codiwn fragile, diploide, (Malinowsky , 1974) (Tabla 4.1). 

4.3.4.- NUMERO MEDIO DE ALELOS POR LOCUS. 

El número de alelos totales detectados dividido por el número total 

de loci analizados (número medio de alelos por locus) constituye otra de las 

medidas empleadas en cuantificar la variabilidad genCtica de las poblaciones. 

Las reducciones de variabilidad que se producen en las poblaciones 

como consecuencia dei "efecio Íundaáor" o "cueiio de boteiia!! aÍectan 

fundamentalmente a los alelos que están en baja frecuencia en la población, 

(Nei et al., 1975; Sytsma y Schaal, 1985) que, pese a su importancia, tienen 

poca influencia en la medida de la heterocigosis (Zapata, 1987). El número 

medio de alelos por locus es un estadístico de gran utilidad para medir estas 

reducciones. 

En macroalgas sólo se ha calculado el número medio de alelos por 

locus en Rodofitas. En Porphyra (Miura et al., 1979) se han descrito valores 

que oscilaron entre 1 .O (en poblaciones cultivadas) a una media de 1 .S (en 

poblaciones salvajes). Valores muy parecidos fueron encontrados por Fujio 

et al., (1985) en otras poblaciones salvajes de la misma especie (Tabla 4.1). 

En las cuatro especies de Eucheuma estudiadas por Cheney y Babbel (1978) 

el número medio de alelos por locus fue menor, oscilando entre 1 .25 para E. 

acanthocladwn y 1.36 para E. isifome (Tabla 4.1). 

4.3.5.- NUMERO MEDIO DE ALELOSPOR LOCUS POLIMOR- 

FICO. 

El número medio de alelos por locus polimó@co (NMAP) es una 

medida más del grado de variación que presentan las poblaciones. Nos 

determina la variabilidad dentro del polimorfismo detectado y nunca ha sido 

calculado en poblaciones de macroalgas marinas. 



4.4.- La gens en !as p&!s&za. Im LeJ & a - d y -  

Weinberg . 
En términos genéticos, se define poblacibn como una comunidad de 

individuos que se reproducen sexualmente entre sí o son capaces de hacerlo. 

Hasta ahora la mayoría del énfasis teórico y experimental se ha centrado en 

poblaciones de organismos diploides con reproducción sexual. Las poblacio- 

nes, ya sean haploides o diploides se caracterizan por dos atributos básicos: 

las frecuencias génicas o alélicas (proporción de los diferentes alelos de un gen 

en la población), y el conjunto común de genes o acervo génico "gene pool" 

(suma total de los genes de los gametos reproductores de una población). Las 

frecuencias genotipicas se definen como la proporción de genotipos diferentes 

que existe en una poblacidn determinada. 

En 1908, Hardy en Inglaterra y Weinberg en Alemania demostraron 

que las frecuencias génicas de una población, bajo ciertas condiciones, 

permanecían esencialmente constantes de una generación a otra, constituyen- 

do la denominada Ley de Hardy-Weinberg. Esta ley contiene tres principios 

fundamentales: 

1 )  En condiciones de apareamiento al azar @anmixia) en una 

población de gran tamaño en la que todos los genotipos son viables, las 

frecuencias génicas de una generación a otra permanecen constantes y 

dependen ~610 de las frecuencias génicas de la generación anterior y no de 

las frecuencias genotípicas. 

2) Las frecuencias genotípicas de una población en equilibrio se 

pueden determinar a partir de las frecuencias génicas de la generación 

anterior asumiendo apareamiento al azar. 

3) Una población panmíctica alcanza el equilibrio en una sola 

generación. 

La ley se cumple basándose en las siguientes suposiciones: 1) La 

población se cruza totalmente al azar. 2) No actúan fuerzas de selección. 3) 

No existe migración. 4) No hay mutación. 

Consideradas, en conjunto, estas condiciones son suficientes para que 

la población esté en equilibrio de Hardy-Weinberg, aunque hay que tener en 

cuenta que la existencia de las proporciones de Hardy-Weinberg no implica 
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enumeradas anteriormente. De hecho, alguna o varias de estas condiciones 

pueden ser violadas y las frecuencias genotípicas seguir presentando las 

proporciones predichas por la ley. Por otro lado, existen ciertas condiciones 

que por sí mismas son capaces de variar las frecuencias esperadas en el 

equilibrio de Hardy y que nos pueden indicar ciertos aspectos de diferencia- 

ción de la especie estudiada. Una de las condiciones que afecta las proporcio- 

nes esperadas en el equilibrio de Hardy-Weinberg es el cruzamiento no al 

azar de los gametos en una población. Las poblaciones de organismos que se 

reproducen por autofecundación, reproducción asexual, en cualquiera de sus 

tipos, o partenogénesis, se esperan, por tanto, que tengan en sus poblaciones, 
,,,,A,, A ,,.. :**:,,,, A-1 ,,.. :1:LL, 
~ ~ I U C J  UcJvlauuuc~ UCI C~UIIIUIIU. 

Este hecho se ha detectado mediante electroforesis isoenzimática en 

muchos organismos: Lycopodiwn (Levin y Crepet, 1973), zooplancton (Hebert 

y Crease, 1983), insectos partenogenéticos (Suomalainen et al., 1976), 

anémonas (Shick y Lamb, 1977; Black y Jonhson, 1979), lombrices de tierra 

(Jaenike et al., 1980), diatomeas (Gallagher, 1980; 1982) etc. 

En macroalgas marinas, Innes y Yarish (1984) encontraron en Entero- 

morpha lima (Clorofita) una gran desviación de las frecuencias genotípicas 

esperadas en el equilibrio de Hardy-Weinberg en la mayoría de los loci y 

poblaciones analizadas. Según los autores, estas desviaciones son consecuencia 

de la asociación no al azar de los loci estudiados. El análisis isoenzimático de 

individuos obtenidos a partir cie esporas mostró que no existia segregación tai 

y como se esperaría si los individuos progenitores fuesen esporofitos que 

producen gametofitos por meiosis como parte de un ciclo de vida sexual, 

concluyendo que la especie tiene una reproducción asexual mayoritaria. Estos 

trabajos demuestran la utilidad de las técnicas electroforéticas en la 

determinación del modo de reproducción de las macroalgas marinas. 

Desviaciones del equilibrio de Hardy y Weinberg, detectados 

mediante electroforesis isoenzimática, se han descrito también en Eucheuma 

(Cheney y Babbel, 1978) y Codium (Malinowsky, 1974) llegándose a la 

conclusión del predominio de la reproducción asexual mayoritaria en estas 

especies. 



La capacidad de pder mdimr , ~ _ r  xp-~.?do 12s furvs hqhides y 

diploides nos permite enfocar el estudio de la variabilidad genCtica en 

macroalgas de una manera muy especial con respecto a los organismos 

diploides, cuyas fases haploides se limitan exclusivamente a las células 

reproductoras (gametos) sin posibilidad alguna de analizar sus frecuencias 

génicas. Debido al ciclo biológico de muchas macroalgas, el análisis de las 

frecuencias genotipicas esperadas en el equilibrio de Hardy-Weinberg podrían 

ser calculadas a partir de las frecuencias gCnicas detectadas en la fase 

haploide (gametofitos) y viceversa; de hecho, los gametofitos de las macroal- 

gas pueden formalmente ser tratados como los garnetos producidos, por 

ejemplo, por una mosca diploide, caso más usual en el tratamiento del 
qdifiF\,,t;,= de Hxdy-l+ieinbq (u%? dei 1990, mm, pars. j. 

Debido a esta circunstancia, las implicaciones en el cálculo de los 

diferentes estadísticos son inmediatas y considerables. Por ejemplo, la 

heterocigosidad esperada en cada fase, y todos los cálculos derivados de la 

misma, vendrán determinados por las frecuencias alélicas detectadas en la 

fase complementaria de la cual procede. Es decir, el cálculo de la heterocigo- 

sidad esperada, y otros estadísticos, en la fase esporofítica en el equilibrio de 

Hardy-Weinberg se calcularía a partir de las frecuencias alélicas de la fase 

gametofítica y viceversa. Que tengamos conocimiento, es la primera vez que 

se realiza este procedimiento de cálculo en genética de poblaciones. 

A Z ~ * A - - - Z  !A! - - 
-02.- ~ r s ; c ~ u l ~ ~ a  geñeuca. 

La evolución consiste en cambios en las frecuencias génicas así como 

cambios en las asociaciones existentes entre alelos de distintos loci génicos 

(Dobzhansky et al., 1983). 

Uno de los mayores logros de la electroforesis isoenzimática es la 

posibilidad de detectar los cambios en las frecuencias génicas y establecer 

relaciones filogenéticas entre diferentes organismos. En este sentido, la 

transformación de las frecuencias alélicas y genotípicas detectadas en un s6l0 

parámetro, que evalúa el grado de similitud (o divergencia) entre cada par 

de poblaciones analizadas hace de la técnica una medida "casi universal" para 
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entre especies. 

El concepto de "distancia genética" fue usado por primera vez por 

Sanghvi (1953) en un estudio de clasificación de las poblaciones en términos 

de caracteres cuantitativos. Posteriormente Cavalli-Sforza y Edwards (1964, 

1967) emplearon una distancia genética basada en una transformación de 

frecuencias génicas para construir un árbol filogenético con razas humanas. 

A partir de este año muchos genéticos se interesaron en el problema, 

apareciendo diversos estadísticos al respecto (Balaknshnan y Sanghvi 1968; 

Hedrick 1971; Nei 1972; Rogers 1972; Prevosti 1974; Thorpe 1979). 

Según Fontdevila (1987), estos estadísticos deben cumplir varias 

conGicióñes enL&e las que TUT'riiizar una rnuesm &mria de genes, 

ser independiente de las causas que han producido las divergencias, ser 

independientes del número de alelos por locus y del número de taxones 

analizados, reflejar lo más fielmente posible el número de cambios genéticos 

producidos (sustituciones nucleotídicas) y poder caracterizar su distribución 

estadística (Prevosti, 1974). De todos ellos, el único que cumple estas 

condiciones y es por tanto el más empleado, es el de Nei (1972). Nei (1972) 

define la identidad genética (1) entre dos poblaciones como la probabilidad de 

que dos alelos, uno de cada población, sean idénticos. El valor de la 

Identidad de Nei varía de cero (cuando las poblaciones son completamente 

diferentes) a uno (cuando son genéticamen te idénticas). La distancia genética 

según ~ e i ,  se caicuia a partir de ía identidad genetica empíeando ía f6rmuia: 

Por tanto, la distancia genética puede tomar valores de cero a infinito. 

La distancia de Nei tiene el inconveniente de no ser métrico, y por 

tanto no satisface la desigualdad del triángulo, lo que tiene incidencia en la 

elaboración de dendrogramas en los que no hagan falta suponer que las tasas 

evolutivas sean homogéneas, como lo presupone Nei. 



Esta desigualdad sí la cumple la distancia genética de ROgm mog~rs, 

1972) que se emplea en taxonomía numérica, en la clasificación de las 

poblaciones y en la construcción de dendrogramas filogenétiws, porque 

permite una interpretación geométrica simple. Sin embargo no es proporcio- 

nal al tiempo evolutivo o al número de sustituciones de genes. La distancia 

de Rogers se define a partir del indice de similitud (SR ) de Rogers. Al igual 

que en el índice de Nei, alcanza valores entre cero y uno. Las estimaciones 

de identidades por ambos métodos son bastantes semejantes, si bien S, 

generalmente da valores numéricos más bajos que I (Avise, 1980). Por el 

contrario, la distancia de Rogers, se define como: 

DR = 1 - SR 
o~_r taqt~,  12 li,iutaq& de x~gers  gaqa igfidmecte v&rcj &;i& 

(poblaciones genéticamente idénticas) y uno. 

Otro de los índices empleados es el índice fenotfpico (1,) de Hedrick 

(1971) que compara, estadísticamente, las poblaciones empleando las 

frecuencias genotípicas detectadas. Según Innes (1987) el índice fenotípico de 

Hedrick proporciona una mejor medida de la similitud entre poblaciones o 

especies cuando éstas no se encuentran en el equilibrio de Hardy-Weinberg, 

ya que dos poblaciones con iguales frecuencias génicas pueden tener 

diferentes frecuencias genotípicas, con lo que los índices que se basan en las 

frecuencias génicas pueden no detectar la diferenciación genética existente. 

Este índice tiene la ventaja de no necesitar una interpretación de las bandas 

dectraf~r6:icas en tQiiiiiio~ de fremeiiciiis génicás, io cual es un índice ideai 

en aquellos estudios donde no se ha podido interpretar los zimogramas 

obtenidos, pero esta misma "ventaja" hace que los datos obtenidos no sean 

genéticamente fiables. Debido a que su cálculo se realiza a partir de las 

frecuencias fenotipicas, este estadístico no es aplicable para comparar 

individuos o fases haploides y diploides entre sí. 

La aplicación de la distancia o identidad genética con fines taxonómi- 

cos ha sido puesta de manifiesto por gran número de autores (Ayala et al., 

1974; Avise, 1975; 1980; Gottlieb, 1977; 198 1 ; Thorpe, 1979; 1982; Crawford, 

1983). Ayala et al., 1974 determinaron las identidades genkticas entre 

diferentes grupos taxonómicos de Drosophila encontrando que poblaciones 
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cwspxffias t e n ,  .:abres de I de CL.97. Peskrkxrnefite, T h e p  (!982), 

elaboró la distribución de probabilidades de Z para comparaciones entre 

géneros confamiliares, entre especies congenkricas y entre poblaciones 

conespecíficas permitiendo establecer amplios intervalos de confianza para 

valores de I dentro de cada taxón. Entre poblaciones de la misma especie, el 

98% de las observaciones tenían valores de Z mayores a 0.85. A su vez, 

Gottlieb (1977; 1981) y Crawford (1983) comparando el valor de Z en más de 

30 especies de plantas superiores, estimaron que las identidades genéticas 

entre dos poblaciones de la misma especie variaba entre 0.87 y 1.00, con una 

media de 0.95. Estos valores elevados de identidad entre diferentes poblacio- 

nes de una misma especie se han encontrado en otros organismos (Avise, 

1975; 1980). Por otro lacio, estos vdores de identidades disminuyen consiciera- 

blemente cuando se analizan especies congenéricas (Gottlieb, 1977; 198 1 ; 

Crawford, 1983; Thorpe, 1979; Avise, 1975; Ayala et al., 1972), detectándose 

valores que oscilan entre 0.67 para plantas superiores (Gottlieb, 1977; 

Crawford, 1983) y 0.50 para Drosophila. En mamíferos se han detectado 

valores que oscilan entre 0.50 y 0.84 según las especies (Avise, 1975; Thorpe, 

1979). 

En macroalgas marinas, aplicando las identidades de Nei (1972), 

Rogers (1972) y Hednck (1971), se han encontrado entre poblaciones de una 

misma especie, valores muy similares a los anteriormente descritos. 

Malinowsky (1974) obtuvo valores de 1, entre diferentes poblaciones 

de Codium fiagiie, entre 0.62 y 1.W (D entre 0.W y 0.4671, con un vaior 

medio de 0.927 @ = 0.076). Cheney y Babbel (1978), compararon mediante 

el índice de Nei y de Hednck cuatro especies de Eucheuma, encontrando que 

la correlación entre los datos de ambos estadísticos era de 0.98. Los valores 

del índice de Nei variaron entre 0.996 (dentro de E. isifome) a 0.372 (entre 

las parejas de especies E. isifome - E. nudum y E. gelidium - E. acanthock- 

dum). A partir de estos valores de identidad genética, junto con estudios 

morfológicos de las especies los autores propusieron separar E. gelidium y E. 

acanthocladwn del género Eucheuma. El índice de Nei también ha sido 

empleado por Lindstrom y South (1989) en seis especies de Palmariaceae 

obteniendo valores de identidades que variaron entre 0.092 @ = 2.384), 



entre Palmaria palmm y Ilolmaccim &n/f&f~m.e, y C. 886 (n = 0.121) e:Ue 

dos poblaciones de Palmaria palrnata. 

En Porphyra, (Miura et al., 1979) se analizó, mediante la distancia de 

Rogers (1972), las divergencias entre 3 poblaciones cÜltivadas y 11 poblacio- 

nes salvajes. Los valores variaron entre 0.514 entre dos de las poblaciones 

salvajes y 0.005 entre dos de las poblaciones cultivadas, con valores mayorita- 

nos entre 0.100 y 0.300. 

Blair et al., (1982) compararon cuatro especies de Chaetomrpha 

(Clorofita) combinando las medidas de longitud y anchura de los talos con los 

datos obtenidos mediante la identidad fenotípica de Hedrick. Los resultados 

sugerían la agrupación de las cuatro especies en dos grupos. El primer grupo 

C. !Imm y C. aerm t d a  üfia ideiitidad filidpica de 0.W mientras que ei 

segundo grupo tenía un valor de 0.84. La comparación entre los dos grupos 

originaba un valor de identidad menor de 0.40. Estos resultados sugieren que 

los miembros de cada grupo están más relacionados filogenéticamente entre 

sí, que con las especies del otro grupo. El análisis de las especies mediante 

el índice de Hedrick se realizó sin la identificación de loci y10 alelos debido 

al desconocimiento de la ploidía de los individuos analizados. Este mismo 

índice fue empleado por Cheney y Mathieson (1979) para comparar 8 

poblaciones de Chondrus crispus de las costas canadienses. Detectaron 22 

bandas, que no fueron resueltas en loci, encontrando valores medios de I ,  de 

0.93 entre las poblaciones. 

Iniies (1987) cutdiz3 iá distancia genética de Hebrick entre diferentes 

poblaciones de Enteromorpha lima, encontrando que no existía correlación 

entre la distancia genética y la distancia geográfica. Incluso detectó que los 

individuos en áreas separadas por unos pocos cientos de metros estaban más 

diferenciadas genéticamente entre sí que con otras localidades alejadas vanos 

kilómetros, sugiriendo que los patrones de diferenciación entre las poblacio- 

nes de E. lima parecen mantenerse por factores que operan a escala 

microgeográfica. 
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Q.0.- mi 6qp6Et,I~. 

Una de las aplicaciones de la electroforesis isoenzimática en 

taxonomía es la identificación de loci diagnóstico, ya que se ha podido 

constatar la existencia de diferentes loci y10 alelos exclusivos de una especie. 

Para que un locus sea diagnóstico la probabilidad de asignar un individuo a 

un taxón correcto debe ser igual o superior al 99 % (criterio 1) 6 al 99.9 % 

(criterio 2), (Ayala y Powell, 1972). El cálculo del grado de diagnosis para 

cada locus se hace calculando la proporción de superposición de la dis- 

tribución genotípica entre dos especies. El cálculo de los loci diagnóstico se 

basa en muestras de igual tamaño y en aquellas poblaciones que se 

encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg, ya que se comparan frecuencias 
genotípicas cdcuia&s a pe&r de. las frEuenaás d&icas; 

conociendo las frecuencias genotípicas observadas se puede deducir el valor 

diagnóstico a partir de ellas (Fontevila, 1987). Los cálculos de diagnosis se 

pueden realizar entre especies, subespecies y poblaciones geográficas de una 

misma especie. 

Por lo general, dos loci son suficientes para la mayoría de los 

diagnósticos. Hasta el momento no se han identificado loci diagnóstico entre 

especies de macroalgas marinas. 

4.7.- Relación entre la distancia genética y el tiempo de 
evolución. 

La teoría neutralista de la evolución se basa en la hipótesis de que las 

tasas de sustitución de aminoácidos en las proteínas son constantes, ya que 

la gran mayoría de dichos cambios serían selectivamente neutros. Si los 

distintos alelos que surgen por mutación no afectan la eficacia biológica de 

sus portadores, los cambios en las frecuencias génicas, es decir, las tasas de 

sustituciones alélicas de una generación a otra, serían "estocásticamente" 

constantes. 

Si la teoría neutralista de la evolución proteica fuese correcta las 

implicaciones que supondrían serían trascendentales, ya que la evolución de 

las proteínas y los genes serviría como un reloj evolutivo (Dobzhansky et al., 



1983). En primer lugar, el grado de diferenciación proteica entre las eq-cier 

sería una medida de su proximidad filogenética. En segundo lugar, podría 

determinarse el tiempo "cronológico" real de los distintos acontecimientos 

filogenéticos. 

Suponiendo que el número de sustituciones aiélicas por locus sigue 

una distribución de Poisson y que en un gen las sustituciones nucleotídicas se 

producen independientemente, existiendo una tasa constante de sustituciones 

de aminoácidos por proteína y por año, la distancia genética de Nei puede 

interpretarse como el número medio de sustituciones de nucleótidos que 

pueden detectarse por electroforesis que se han acumulado en la evolución 

de dos poblaciones desde que se separaron a partir de un antepasado común. 

Suponiendo que las pob!rir?nes pmdcUcas X r Y es+&? sepmdas 

de tal manera que no ocurre migración entre ellas y siendo N el tamaño 

efectivo de las mismas, se puede demostrar (Nei, 1987) que la identidad 

genética (Z) de Nei es igual a: 

Donde: a = Tasa de sustitución de codones electroforéticameme 
detectable por locus y alío. 

t = Tiempo transcurrido desde que ambas poblaciones 
divergieron. 

Como la distancia genética de Nei (1972) (D) entre dos 

poblaciones se define como: D = - Ln 1 

Entonces: D = 2 a t  

Es decir, la distancia genética es directamente proporcional ai tiempo 

de divergencia evolutivo entre las poblaciones estudiadas. 

Dadas las características de las técnicas electroforéticas y que el 

tiempo de divergencia para dos poblaciones no puede obtenerse con certeza, 
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dicha tasa (deteciable por electroforesis) en 10 -7  (Nei, 1987). 

Por tanto, si a = 10 -7, la divergencia temporal será: 

Donde: D = Distancia genética de Nei. 

Al realizar estas estimas, Nei asumió un valor de a igual para todos 

los loci, asunción errónea (Chakraborty et al., 1978; Zouros 1979) ya que a 

medida que aumenta el número de secuencias de proteínas homólogas 

comparadas, se acumula gradualmente más pruebas en contra de la idea de 

constancia de las tasas evolutivas a nivel molecular. Por otro lado, los datos 

actuales sugieren que la variación en la tasa de evolución molecular es mayor 

que la predicha por la teoría neutralista (Ayala, 1982). 

Sea la teoría neutralista cierta o no, parece que la heterogeneidad de 

las tasas evolutivas no es extremadamente grande por lo que es posible usar 

los datos genéticos como un reloj evolutivo aproximado, pero para evitar 

grandes errores, es necesario usar tasas medias obtenidas a partir de muchas 

proteínas y por largos periodos de tiempo, ya que cuando el tiempo aumenta, 

los periodos de evolución rápida y de evolución lenta tienden a compensarse 

los unos con los otros. (Ayala, 1982; Dobzhansky et al., 1983). 

En macroalgas marinas sólo se ha empleado la distancia genética de 

Nei como "reloj molecular" en seis especies de Palmariaceae (Lindstrom y 

Suuiij, 1989). Tomarido -uña be evuiuci;ii de J a 19 milloiies de 

años por unidad de D, Lindstrom y South (1989) estimaron que las especies 

más relacionadas divergieron hace aproximadamente entre 3.1 a 1 l. 6 millones 

de años, mientras que las más distantes lo hicieron hace entre 11.8 y 45.3 

millones de años. Estos valores eran muy diferentes a los obtenidos con otros 

datos geográficos, que proponían una divergencia entre las especies de hace 

3 a 3.5 millones de años. Estos autores concluyeron que las discrepancias 

entre ambos valores podía deberse a varias razones, entre las que destacaban 



las escasas proteínas analizadas en el estudio electrnfnr&irn, la psibi!idad 

de una selección diferencial que ha acelerado las tasas de divergencia, o que 

las poblaciones pasaron por "cuellos de botella" en cada etapa de la 

especiación. No disponemos de más referencias sobre tiempos evolutivos 

entre especies de macroalgas empleando la distancia genética. 

4.8.- Filogenias electroforéticas. 
Es posible inferir las relaciones de origen evolutivo (filogenias) 

basándose en las semejanzas y diferencias existentes entre poblaciones o 

especies. El resultado de las relaciones se observa construyendo iírboles 

filogenéticos o dendrogramas donde las poblaciones quedan conectadas a una 

di~@ei6ii icimifieada en la que cada población se une a otra o grupo de 

otras poblaciones en los nudos de las ramas. 

Las filogenias electroforéticas se realizan empleando los valores de las 

distancias genéticas entre poblaciones, quedándose reflejada la afinidad 

genética existente entre las mismas. 

Existen diversos procedimientos matemáticos para construir los 

dendrogramas. Aunque los diferentes métodos no dan lugar siempre a 

dendrogramas idénticos, los resultados son por lo general bastante similares. 

En este sentido, existen dos tipos de errores en la construcción de los árboles 

filogenéticos: Errores topolbgicos (errores que existen en la disposición de las 

ramas (ramificación) del árbol) y errores en la longitud de sus ramas. En la 

pdcUca, no hay forma de poder saber si un irboí obtenido es realmente el 

correcto en su forma y longitud, dependiendo fundamentalmente de los datos 

elegidos para la construcción del árbol (Nei, 1987). 

Existen varios métodos para construir árboles filogenéticos, entre los 

que destacan : el método de Fitch y Margoliash (1967), el método de 

parsimonía de Eck y Dayhoff (l966), U.P. G.M. A. (unweighted pair-group 

urithmetic average), (Sneath y Sokal, 1973), el método de Wagner (Farris, 

1972). 

El método comúnmente empleado para establecer las relaciones 

filogenéticas mediante electroforesis isoenzimática es el método UPGMA, 
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ya q ~ p ,  ha&qdgre efi 12 m&ia & 12s dista~ci~ gefi&car, c~nret-y- 

método más simple de realizar. 

Nei et al. (1983) demostraron que cuando las estimas de las distancias 

entre las poblaciones están sujetas a grandes errores estocásticos, el método 

de UPGMA es muy superior a otros métodos en la realización de filogenias. 

UPGMA no requiere el principio de la desigualdad del triángulo, con lo cual 

se puede emplear cualquier índice de distancia genética en su construcción 

(Nei, 1987). 

UPGMA asume una tasa de sustitución génica constante, con lo cual, 

si la medida empleada para detectar las distancias genéticas entre las 

poblaciones es exactamente lineal al tiempo evolutivo, UPGMA da lugar a 
.-- A-L-1 c l - - - - A b : - -  uii uuui IIIU~CIICLILU siil 2ii0ie~ t~pl6gic0s iii de 1oiigi:Ud de !as ramas, 

permitiendo establecer una escala de tiempo de las divergencias evolutivas de 

las distintas poblaciones. 

Este ha sido el método empleado en los dos trabajos existentes en 

macroalgas marinas (Tabla 4.1). Miura et al. (1979), al representar los 

resultados de la matriz de distancias genéticas entre poblaciones salvajes y 

cultivadas de Porphyra en el Japón, observaron como todas las poblaciones 

analizadas se pueden dividir en 6 grupos genéticamente relacionados, siendo 

el grupo 1 (en la terminología empleada por los autores) el que incluye todas 

las poblaciones cultivadas, sugiriendo que éstas se derivaron de las poblacio- 

nes salvajes por un proceso de selección y deriva genética. La agrupación de 

ias pobiaciones en un ár'ooi Íiiogenético sugiere también, que existía una 

elevada diferenciación genética entre los diferentes grupos existentes (Miura 

et al., 1979). 

Malinowsky (1974) pudo distinguir dos grupos de afinidades genéticas 

en 14 poblaciones de Codium fragile al agrupar, mediante UPGMA, las 

distancias genéticas obtenidas. Un primer grupo consistió en las poblaciones 

de California y Columbia, mientras que un segundo grupo consistía en todas 

las poblaciones de la costa americana del Atlántico y la población de 

Inglaterra estudiada. Estos datos, junto con otros estudios morfológicos, 

indicaban que Europa fue la fuente de introducción de esta especie en el 

sureste americano. 



4.9.- Análisis de la estructura genética de una población 
subdividida en subpoblaciones. 

La estructura genética de un grupo de poblaciones es una consecuen- 

cia de los patrones de cruzamiento dentro de la población y de la magnitud 

del intercambio génico entre las poblaciones (Eanes y Kohen, 1978). Altas 

tasas de flujo génico entre las poblaciones y una tendencia a cruzamientos al 

azar disminuirán la cantidad de estructuración genética, mientras que una 

obstrucción, de cualquier índole, en el movimiento de genes generará una 

diferenciación genética y una estructura diferenciada. 

Las especies autofecundantes, como muchas plantas vasculares, 

presentan un mayor grado de diferenciación intrapoblacional que las especies 

con cniamieiito 2 z a i  \ f i ü ~ ñ ,  1979; Hmricic et al., i979 j. Mucnas, anudes 

o perennes presentan diferenciación genética en pequeñas distancias 

especiales (Levin, 1977, 1978; Schaal, 1974; Linhard, 1974). 

4.9.1.- INDICES DE FIJACION DE WRIGHT. 

La estructura genética de una población subdividida en sub- 

poblaciones puede analizarse por medio de los estadísticos de Wright (1951; 

1978). Este autor propuso medir las desviaciones de las frecuencias genotípi- 

cas en una población subdividida en términos de tres parámetros, FsT, FIT, y 

FIs. En la terminología de Wright, F,, se define como la correlación entre los 

gametos combinantes dentro de los individuos con relación a la población 
C^Li 

L U ~ .  Si ia yobiación iotai se encuentra en panmixia, entonces FIT es cero.F,, 

es el componente "no al azar" de FIT y describe la correlación entre los 

individuos que se cruzan con respecto a sus subdivisiones, pudiCndose 

interpretar como una medida de la desviación del cruzamiento al azar dentro 

de las subdivisiones. FIS puede variar de 1 a -1. Un valor de F , ,  positivo o 

negativo indica, respectivamente, un defecto o un exceso de heterocigóticos 

en la población con respecto a las proporciones de Hardy-Weinberg. Por 

tanto, indica la desviación neta de las proporciones de Hardy-Weinberg 

debido al efecto de la unión de todas las fuerzas que están actuando sobre 

el patrón de variación genética de las subpoblaciones, incluyendo selección, 

cruzamientos no al azar y mutación (Workman y Niswander 1970). 
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subpoblación y mide el grado de diferenciación genética entre las subpobla- 

ciones, siendo siempre positivo. Estos tres parámetros son conocidos como 

Indices de jijacibn o F-estadfsticos y están relacionados mediante la fórmula: 

La idea inicial de Wrigth se basaba en el análisis de un locus con sólo 

un par de alelos neutrales y otras simplificaciones, como un número infinito 

de subpoblaciones. Los cálculos de los índices de Wright s610 son aplicables 

a loci polimórficos y existe gran controversia respecto a la forma de realizar 

sus c+cuios (Xyi:& y 1984; SoiUs y Soibs, 1988j. 

Como para el cálculo de FIs y FIT es necesario conocer los valores de 

heterocigosidad observados y las frecuencias genotípicas, estos índices sólo 

son aplicables en subpoblaciones con individuos diploides. Por el contrario, 

FsT se calcula, exclusivamente, a partir de las frecuencias alélicas y por tanto, 

nos puede indicar la diferenciación existente en poblaciones con fases 

haploides y diploides. 

Fujio et al. (1985) aplicaron el índice de diferenciación de Wright 

(FsT) entre distintas poblaciones de Porphyra yezoensis, encontrando que el 

grado de diferenciación genético entre estas poblaciones era mucho mayor 

(FsT = 0.623) que la encontrada en otros organismos diploides. Las causas 

responsabíes de este marcado grado de diferenciacibn, podria ser eí cicio de 

vida de esta especie (la cual se propaga mayoritariamente por monoesporas). 

En un trabajo posterior, (Fujio et al., 1987) encontraron que la diferenciación 

genética entre 11 poblaciones de Porphyra yezoensis, diferentes al trabajo 

anterior, era muy inferior (FsT = 0.125), pero seguía siendo superior a la 

detectada en otros organismos diploides, donde se han encontrado valores de 

diferenciación de 0.036 en mejillones (Fujio 1979), 0.038 en helechos (Soltis 

y Soltis, 1988), 0.009 en mariposas (Eanes y Koehn, 1978), ó 0.015 en 

leguminosas (Schaal y Smith, 1980). 



4.9.2.- PARAMETROS DE DIVERSIDAD GENICA. 

Nei (1973) desarrolló una metodología similar a la de Wright para 

analizar la diversidad gknica entre y dentro de subpoblaciones, con la 

diferencia que se podía aplicar para cualquier población, sin tener en cuenta 

el número de alelos por locus o el patrón de las fuerzas evolutivas implicadas 

tales como selección, mutación o migración. Asimismo, se podía aplicar a 

cualquier organismo, con reproducción sexual o asexual, diploide o haploide 

si sus frecuencias alélicas se podían determinar. Particularmente, Nei (1977), 

demostró que los índices de fijación podían definirse y calcularse usando 

heterocigosidades observadas y esperadas para la población en investigación. 

Nei (1973) considera que la diversidad genética total (23, ) está 
~ ~ h ~ i ~ i d i d r  12 &v&&d gefiia de las subp';!a~;lofies (Es ) (ayo 

valor coincide con la heterocigosis esperada para cada subpoblación) y la 

diversidad génica entre las subpoblaciones (DsT ), donde: 

Nei, define el coeJiciente de diferenciacibn génica de la población total 

como: 

Doiide GST piede toiiiu udores ziiiis O í ~ u a r i d ~  Es = HT j y i 

(cuando Hs = O, es decir, cuando las poblaciones están fijadas para diferentes 

alelos). 

GsT de Nei es igual a FsT de Wnght para un locus con dos alelos. 

Los índices de Nei, han sido utilizados para calcular la diferenciación 

genética en diversos organismos entre los que se encuentran plantas 

vasculares (Schoen, 1982; Systma y Schaal, 1985; Levin y Crepet, 1973), seres 

humanos (Nei y Roychoudhury, 1982), Drosophila (Ayala et al., 1974) entre 

otros, pero nunca han sido aplicados a las poblaciones de macroalgas marinas. 

La descripción detallada de los cálculos de los estadísticos de Wright 

y Nei se describen en el capítulo de Material y Métodos. Genética. 



-- 
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MATERIAL Y METODOS. 
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5.1.- Muestre0 de los individuosl 
Los individuos se recolectaron de poblaciones donde abundaban las 

diferentes especies, en áreas de varios cientos de metros cuadrados en 

periodos de bajamar. La recolección se realizó totalmente al azar, exceptuan- 

do la discriminación por individuos de bajo grado de epifitismo y sin 

deterioro observable, y a primeras horas del día, con lo que se aseguraba que 

el tratamiento posterior del material se efectuaba el mismo día. Las algas se 

arrancaron manualmente, procurando recoger todo el individuo, desde el 

ápice del talo hasta las estructuras de fijación. 

Para distinguir los individuos, debido al crecimiento a modo de 

césped de las especies estudiadas, se recolectaban las muestras con una . 

sepmcih de, d mems !(! cms unas de ~ t z i s ,  y se iiitr~düeiaii ~ i i  bolsas de 
,, 
D 

plástico individuales con agua de mar. A continuación se transportaban al - 
= 
m 
O 

laboratorio en una nevera portátil. El tiempo desde la recolección de los - 
- 
0 m 

E individuos en la costa hasta su tratamiento en el laboratorio no sobrepasaba 
O 

las 5 horas. n 

E 

Al coexistir individuos gametofíticos y esporofíticos en cada población a 

n 

de cada especie, la población analizada se divide en la subpoblación n 

esporofltica y en la subpoblacibn gametofltica, correspondiendo respectivamen- 3 
O 

te, al conjunto de individuos esporofíticos y gametofíticos analizados de una 

población. 

5.2.- Descripción de las poblaciones. 
Las tres especies estudiadas fueron recolectadas de poblaciones 

incluídas en diversas localidades de las islas de Gran Canaria y Tenerife. 

Gelidiwn arbuscula y Gelidium canariensis se recolectaron en Gran Canaria 

(en la playa de Bocabarranco en Gáldar y en la playa de las Salinas en 

Agaete) y en Tenerife (en la playa del Charco en el Puerto de La Cruz). 

Gracilariaferox se recolectó en la playa de Bocabarranco en Gáldar y en la 

playa de Las Canteras en Las Palmas de Gran Canaria, ambas en Gran 

Canaria. La latitud y lugares de muestreo en cada isla se describen en la 

Figura 5.1. 
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5.2.1 .- Ux!&r. (?!zya de Rsmbam=c=). Situda e:: d nmte 

de la isla de Gran Canaria, a 1.5 kilómetros de la ciudad de Gáldar y a 30 

kilómetros de Las Palmas de Gran Canaria (Figura 5.1). La zona muestreada 

se encuentra en una entrada de mar fuertemente batida por el oleaje donde 

cohabitan los individuos de Gelidium canariensis y Gelidiwn arbuscula. A unos 

200 metros de las poblaciones de Gelidiwn canariensis, en charcos intermarea- 

les, se encuentra una de las dos poblaciones de Gracilaria ferox analizadas. 

5.2.2.- Agaete. (Playa de Las Salinas). Localizada en el 

noroeste de la isla de Gran Canaria, en la Villa de Agaete, cerca de la playa 

de Las Nieves (Figura 5.1). Al igual que en Bocabarranco, las muestras 

fiíei~ii iíxugibas en zonas batidas por I'rierie oleaje donde también cohabitan 

ambas especies de Gelidium. 

5.2.3.- Pto. Cruz. (Playa del Charco). Localizada en el norte 

de la isla de Tenerife, en el municipio del Puerto de la Cruz (Figura 5.1). 

También es una zona con grandes oleajes cohabitando las dos especies de 

Gelidium en las mismas zonas. 

5.2.4.- Las Palmas de Gran Canaria. (Playa de Las 

Canteras). Situada en el noroeste de Gran Canaria, en Las Palmas de Gran 

Canaria (Figura 5.1). En esta zona se localiza la segunda población de 

Graciiaria ferox, ia cual se naiia tambien, en charcos tranquilos durante la 

marea baja. 



FIGURA 5.1. Mapa de localización de las poblaciones muestreadas. 1 .-- Lugares de recogida de Gelidium arbuscula. 2.- Lugares de 
recogida de Gelidiwn canariensis. 3.- Lugares de recogida de C~racilariafirox. 

ISLAS CANARIAS 

12.3. 
GALDAR 3. 

L A S  PALMAS 

GRAN CANARIA 



V. Material y Métodos:Gen6tica. 133 

C 2 - PnnrlLLnm rln nl-h-mCn~-:c 
d o d o -  UVU.IlbIVUW UI, I,B-bL V I V A  W W .  

Se empleó electroforesis horizontal en geles de almidón al 12% @/v) 

según se describen en el apartado 2.4.1. Las muestras (almacenadas en 

cámaras de cultivo según se describe en el apartado 2.2.2) se homogeneizaron 

en morteros con nitrógeno líquido, a las que se le añadió posteriormente el 

tampón de homogeneización (Tris-HC1 0.1 M pH 7.4, EDTA 1 mM, ácido 

ascórbico 0.2 M, PVPP 3 %, tampón No 6 ,  Tabla 2.2) en proporción 1: 1. 

Posteriormente se impregnaban entre 4 a 6 piezas de papel de filtro (What- 

mann 3MM) en el extracto acuoso que se empleaban en la electroforesis, tal 

y como se describe en el apartado 2.5.1. Se empleó el sistema de Poulik 

(apartado 2.4.2) como sistema de separación electroforética. 

Se anaiizaron íos 8 sistemas enzimáticos del grupo "enzimas con 

actividad" (ALP, DIA, EST, PGI, PGM, SOD, MDH y GDH) y las biliproteí- 

nas (ficoeritrina). El procedimiento de tinción empleado para cada enzima 

fue el descrito en el apartado 2.8. 

5.4.- Identificación y nomenclatura de loci y alelos. 
Ante la imposibilidad de realizar cruzamientos en nuestras especies, 

y ante la inexistencia de cepas identificadoras, la distinción de los loci y alelos 

se realizó siguiendo las siguientes premisas: 

1.- Se comparaba el zimograma obtenido de los individuos haploides 

(gametofitos) y diploides (esporofitos). Aquellas bandas que aparecían 

juntas en la fase gametofítica se consideraban loci individuales, 

asumiendo la inexistencia de dos alelos juntos en los mismos. De la 

misma forma, cuando dos bandas aparecían juntas en los esporofitos, y 

sólo una de ellas lo hacía en el gametofito, se consideraban cada una 

de estas bandas como alelos del mismo locus, y el individuo se 

clasificaba como heterocigótico. Los individuos de ploidía desconocida 

no se incluyeron en el análisis. 

2.- Las bandas cuya interpretación genética era dudosa no se incluyeron 

en el estudio. 

3.- Se analizaron individuos de diferentes poblaciones y, en ocasiones, de 



diferentes es,~ecies en un mismo gd, rnn !a findi&! de rnnpu1~~ sus 

movilidades relativas. 

Cuando existían grupos de bandas cuyas movilidades eran muy próximas 

pudiendo existir la duda de si correspondían a electromorfos distintos, 

se consideraba este grupo como una sóla banda asumiendo el hecho de 

que se disminuía el posible polimorfismo del sistema. 

Los individuos que no mostraban actividad en algún sistema se 

eliminaban del cómputo, en vez de tratarlos como alelos silentes o nulos, 

debido a la posible interpretación errónea de los resultados. 

Se emplearon como patrones internos de movilidad, la distancia de 

migración del azul de bromofenol con el frente y la migración de la 
h~q& m& rde-qhqte & fiexfitfifia findidad m m p m  las 

movilidades relativas de las distintas bandas isoenzirnáticas obtenidas en 

las tres especies estudiadas. 

Una vez reconocidos los loci se procedió a su nomenclatura siguiendo las 

normas propuestas por Hubby & Lewontin (1966) y Lewontin & Hubby 

(1966). Según estas normas, cuando existen dos o más loci que codifican 

varios enzimas con la misma actividad funcional, se les da a todos la misma 

denominación (generalmente la abreviatura de la enzima) y se les distingue 

por un número. Al locus que en la electroforesis codifica el sistema locídico 

más alejado del origen se le asignó el número 1 y a los demás, según su 

menor movifidad, fiúlíieros crecientes correiaiivos. Para ia nomenciatura de 

los alelos se asignaron letras correlativas, atendiendo a su movilidad módica; 

así, al alelo con mayor movilidad, se le asignó la letra a,  al siguiente en 

movilidad decreciente se le asignó la letra b, y así sucesivamente. La 

nomenclatura de los loci y alelos se realizó considerando, conjuntamente, 

todas las diferentes movilidades encontradas en las diferentes poblaciones y 

especies. 

Al no poder distinguir individuos esporofíticos en Gracilaria ferox, cuando 

un individuo se identificaba como heterocigótico en uno de los locus, este 

locus, en este individuo, se eliminaba del estudio y se procedía a la identifica- 

ción del resto de sus loci, los cuales se incluían en el estudio como pertene- 
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cientes a una subpoblación diploide. De esta manera se analizaron las 

poblaciones diploides de esta especie, eliminando el sesgo que constituía la 

identificación de los individuos por su heterocigosidad, aunque el número de 

individuos posibles a analizar disminuyera. 

5.5.- Cálculo de las frecuencias alélicas y genotípicas. 
Debido a la existencia de fases haploides y diploides en las poblaciones 

estudiadas, el cálculo de las frecuencias alélicas (frecuencias génicas) y 

fenotípicas (frecuencias genotípicas) varió en cada caso. 

m 

Las frecuencias genotípicas ( Xi i ) en los individuos diploides se calculó - m 
O - 

para cada locus mediante la fórmula: - O 

m 

E 

O 

Xi i  = N i i  / N, n 

E 
a 

Donde: Ni = Número de individuos con el genotipo ii. n n 

N, = Número de individuos totales analizados para el locus 
n 

dado. 
3 
O 

En los individuos haploides, no es posible calcular frecuencias 

genotípicas, ya que por su condición de haploide sólo presentan un alelo. 

C C l7lXl7flTll7XTnT A 0 A T l7T T n  A 8 3  
3.34.- J?lULL Ullrl\LltiD ALBLlLAD. 

En los individuos haploides, las frecuencias alélicas ( x i  ) se determinaron 

por la fórmula: 

xi = Ni / N, 

Donde: Ni = Número de gametofitos con el alelo i .  
N, = Número de gametofitos totales para el locus dado. 

En los individuos diploides, las frecuencias alélicas ( xi ) se calcularon 



para cada locus mediante: 

Siendo: Nii  = Número de individuos homocigbticos ii. 
H i  = Número de individuos heterocigbticos para el alelo i. 
N, = Número de esporojitos analizados para cada locus. 

5*'*= L A ~ 4 1 ; c k  & ;I&fereECim e= 1 s  frwUcnc~m &&a 
m 

entre las poblaciones. - O m 

Para determinar si la heterogeneidad de las frecuencias genotípicas - O m 

reflejan diferencias en las frecuencias alélicas, así como para establecer la 

existencia de diferencias significativas entre las fases haploides y diploides y n 

E 

entre las poblaciones estudiadas, se realizó el test de x2 de Workman y a 

n 

Niswander (1970). Este test consiste en el análisis de la varianza y la media 
n 
n 

de las frecuencias alélicas entre las poblaciones en estudio. 
3 
O 

El estadístico viene dado por la fórmula: 

Donde: N, = TamaRo total de la muestra considerando todas las 
poblaciones y subpoblaciones incluidas en el análisis. 

xj = Media ponderada de lasfiecuencias del alelo j del locus 
estudiado. 

02, = Varianza ponderada de la frecuencia del alelo j del locus 
estudiado. 

Para cada alelo, la media ponderada se calculó mediante la fórmula: 
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Siendo: Nk = Tamaño de la muestra de la poblacibn k. 
xk = Frecuencia del alelo en la poblacibn k. 

La varianza ponderada para cada alelo, se calculó por la fórmula: 

Los grados de libertad se calcularon mediante la fórmula: 

Donde: k = Número de loci analizados. 
r = Número de poblaciones y subpoblaciones analizadas. 

Otra forma de calcular las diferencias génicas para cada locus entre dos 

poblaciones y subpoblaciones cuya aplicación nos sirvió para contrastar los 

valores obtenidos se basa en la siguiente fórmula (Nei, ,1987): 

Donde: nx y ni = Número de individuos examinados en las 
poblaciones x e y. 

xi e yi = Frecuencias génicas de cada locus en las 
poblaciones x e y. 

Los grados de libertad de este test son: 

g. d. l. = (m - 1) 

Donde: m = Número de alelos del Zocus. 



- -  

5.7.- Medidas de la variación genética. 
Los estadísticos de variabilidad genética empleados en nuestro estudio 

fueron: 

1) Proporción de loci polimórfrcos. 2) Heterocigosidad observada y 

esperada. 3) Número medio de alelos por locus y 4) Número medio de alelos 

por locus polimórfico. 

5.7.1.- PROPORCION DE LOCI POLIMORFICOS. 

La proporcibn de loci polimbrjicos (P)  se calculó para cada subpobla- 

ción de cada especie empleando la fórmula: 

No Loci polimórjicos. 
P = 

N o  Loci totales. 

E 

Se analizaron los criterios de polimorfismo de 95 y 99% (Ayala, 1982). a 

n 

La proporción de loci polimórfico media en cada especie se calculó hallando n 

la media de entre todas las subpoblaciones analizadas. 3 
O 

5.7.2.- HETEROCIGOSIDAD OBSERVADA. 

Se d z ~ k 5  pa12 cada ~ Ü C U S  como el número de indiviciuos iieterocigóticos 

para el locus en cuestión, dividido por el número de individuos totales. 

5.7.3.- HETEROCIGOSIDAD ESPERADA. 

La heterocigosidad esperada para un locus (h k )  se calculó en los esporofi- 

tos por la fórmula: 

hk = ( 1  -ai2) 

Siendo: xi = Frecuencia del alelo i en los gameto_fitos de Ea población, 
del locur dado. 
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Para l a  suhpnblacinnes gametnfíticasj el cálculo de la heterocieosidad 

esperada se realizó de la misma manera, pero a partir de las frecuencias 

alélicas obtenidas en los esporofitos de la misma población. 

La heterocigosidad esperada media (He) para r loci estudiados, incluyendo 

los loci monomórficos con heterocigosidad nula, se calculó mediante la 

fórmula: 

Siendo: hk = Heterocigosis esperada del locus k. 
He = Heterocigosis esperada media. 
r = Número de loci analizados. 

Esta varianza incluye tanto la varianza intralocus como la varianza 

interloci (Zapata, 1987). 

El error estándar de la heterocigosis media esperada (es) se calculó 

mediante la fórmula: 

es = V V  
Siendo: V = Varianza de muestreo. 

5.7.4.- NUMERO MEDIO DE ALELOS POR LOCUS. 

El número medio de alelos por locus (NMA), se calculó en cada subpobla- 

ción mediante la fórmula: 



No total alelos 
NMA = 

No total loci 

5.7.5.- NUMERO MEDIO DE ALELOS POR LOCUS 

POLIMORFICO. 

El número medio de alelos por locus polimbflco (NMAP), se calculó 

mediante la fórmula: 

No alelos totales en loci polimóflcos 
NMAP = 

No lnci ? m l  de lnri po!im,O.@cos 

5.8.- Determinación de las frecuencias genotípicas en el 

equilibrio de Hardy-Weinberg. 
Una vez calculadas las frecuencias genotípicas de cada locus en cada 

subpoblación, se compararon con las frecuencias genotípicas esperadas 

aplicando la Ley de Hardy-Weinberg mediante un test de Chi-cuadrado, x2. 
El cálculo de las frecuencias genotípicas esperadas de los esporofitos en 

el quiii'orio de Haráy-wein'oerg para cada iocus en cada población, se 

realizó mediante las fórmulas: 

Xii  = Xi 2 

X i j  = 2 X i  X j  

Donde: Xi Xi = Frecuencia genot@ica esperada en el equilibrio 
de Hardy- Weinberg de los individuos esporocfticos, 
con los genotipos ii e ij respectivamente del locus 
dado. 

Xi y Xj = Frecuencias alélicas de los gametofitos para el 
locus dado. 
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Donde: Xi, Xj = Frecuencias alélicas de los alelos i, j. 
n = Número de individuos esporoflticos analizados. 
ni , n = Número de individuos esperados con los genotipos 

ii, ij. 

La desviación del número de genotipos observados del número de 

genotipos esperados en el equilibrio de Hardy-Weinberg se calculó mediante 

un test de x2 con (k - r) grados de libertad, siendo k = Número de fenotipos 

y r = Número de alelos: 

Cuando el número de grados de libertad era 1 y una de las clases 

fenotipicas tenía un valor menor de 5, se aplicó la corrección de Yates (Sokal 

y Rohlf, 1979). Si el número de grados de libertad era mayor de 1 pero 

habían clases genotípicas con valores esperados menores que 1, entonces se 

combinaban las clases con estos valores pequeños hasta conseguir que su 

valor fuese superior a 1. Al realizar esta agrupación se eliminaba un grado 

de libertad por cada clase combinada. Cuando el número de grados de 

libertad era menor de uno o cuando las frecuencias esperadas eran menores 

de uno, no se efectuaba el cálculo. 

5.9.- Determinación de loci diagnóstico. 
Para detectar los loci diagnóstico entre las especies, se procedió según 

el método de Ayala y Powell (1972) pero comparando directamente las 

frecuencias genotípicas observadas de aquellos loci variables entre las 

especies (Fontevila, 1987). Se realizó el cálculo sólo para los individuos 

esporofíticos. Como el número de individuos analizados en Gracilaria ferox 

fue inferior a los analizados en ambas especies de Gelidium, no se procedió 



a realizar el cálculo de diagnosis en esta especie de forma estadística, aunque 

el análisis directo de los diferentes loci aparecidos en los zimogramas nos 

proporcionó el descubrimiento de loci exclusivos de cada especie. 

Para calcular los loci diagnóstico entre las especies de Gelidium se 

ignoraron las diferencias en las frecuencias genotipicas entre las diferentes 

poblaciones y subpoblaciones de la misma especie. Se sumó el número de 

individuos totales obtenidos y se calcularon las frecuencias genotipicas 

globales de cada locus en cada especie. A continuación se calculó la 

proporción de superposición de las distribuciones genotípicas, sumando las 

frecuencias genotípicas menores, de cada locus, entre las dos especies. La 

probabilidad de error (Pe) al asignar un genotipo individual a la especie es 

la mitad de la frecuencia de superposición. El grado de diagn6stic.o de un 

locus (ID), entre dos especies, se calculó mediante la fórmula ID = 1 - Pe 

(Ayala y Powell, 1972). 

5.10.- Estimación de las distancias genéticas entre las 
poblaciones y subpoblaciones. 

Para calcular las distancias e identidades genéticas intra e interespecífi- 

cas se emplearon los estadísticos de Nei (1972) y Rogers (1972). 

Donde: xi e yi  = Frecuencias génicas del alelo i del locus dado, 
en las poblaciones x e y.  

La distancia genética media se obtuvo calculando la media aritmética de 

todos los loci analizados, incluyendo los monomórficos. 

La varianza de la distancia genética media ( V ,  ) se calculó mediante la 

fórmula: 
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Donde: r = NWnero de loci analizados. 
DR = Distancia de Rogers para el locus j. 
DR = Distancia genética media. 

El errorestándar se obtuvo calculando la raíz cuadrada de la varianza. 

El indice de similaridad de Rogers (SR)  (valor complementario de la 

distancia genética) se calculó mediante la fórmula: 

5.10.2.- DISTANCIA GENETICA DE NEI. 

El índice de Identidad genética de Nei (1972), (1) para cada locus, viene 

dado por la expresión: 

TLa i&iíiid& geii&ica iíiedíi (6 se u&iiivo cscuimdú la de los 

valores de cada uno de los loci analizados, incluyendo los loci monomórficos. 

Este valor se calculó mediante la fórmula: 

- 
Donde: Ix ,  , 7, y =medias aritméticas para todos los loci de mi , 

mi2 y mi2. 



-- 

La distancia genética de Nei m se define como: 

D = - L n  I 

Donde: I = Identidad genética entre las dospoblacio- 
?les. 

5.11.- Relación entre la distancia genética y el tiempo de 

evolución. 
Para calcular el tiempo de divergencia entre las tres especies estudiadas 

se ~iiipl2u 1a tasa evohitiva descrita por Nei (i987j Esta tasa se caicuió 

directamente de las matrices de distancia aplicando la fórmula: 

Donde: D = Distancia genética de Nei. 

5.12.- Análisis de la estructura genética de una población 
subdividida en subpoblaciones 

Para calcular el grado de diferenciación genética entre y dentro de las 

poblaciones se emplearon los índices de Wright (1978) y Nei (1973). 

5.12.1.- INDICES DE WRIGHT. 

F , ,  se calculó, para cada locus polimórfico, mediante la fórmula: 
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De esta forma, se obtuvo un valor de FIs  para cada locus de cada 

subpoblación esporofítica. FIs  no se aplicó a las subpoblaciones gametofíticas 

por ser haploides. 

Para cada locus, se calculó la media ponderada de FIs,  para la población 

global empleando la fórmula: 
- 
F 1 ~  = ( N i  I N t  ) F ~ ~ k i  

n--~- .  - 17-J..- 
UUIIUG. FISki  - YULW de FI S piim el loex  i e~ lu sübpobliici6n k. 

Ni = Número de individuos analizados en el locus i en la 
subpoblacibn k. 

N, = Número de individuos totales analizados en todas las 
subpoblaciones para el locus dado. 

Asimismo, se calculó la media aritmética de FIs  para cada subpoblación, 

para todos los loci polimórficos. 

Fs, se calculó para cada locus polimórfico mediante la fórmula: 

Siendo: ozXi = Varianza de lasfrecuencias alélicasx del 
locus k entre las subpoblaciones. 

- 
xik = Frecuencia alélica media del alelo i del locus k para 

todas las poblaciones analizadas. 

FsT se calculó para cada alelo de cada locus separadamente en las 

subpoblaciones haploides, en las poblaciones diploides y finalmente en la 

población global empleando las frecuencias alélicas de ambas fases. 

El valor final de FsT para los locus con más de dos alelos se obtuvo 



calculando la media de FsT para todos los delos iegth la Mrm-la: 

La desviación estadística de FsT de cero, se calculó mediante el test de 

x2: 
x2 = 2 N FsT (k - 1) con (k - 1) (S - 1) grados de libertad. 

Siendo: N = Número de individuos analizados en todas las subpobla- 
ciones. 

k = Número de alelos del locus dado. 
S = Número de subpoblaciones analizadas. 

F I T  se calculó mediante la fórmula: 

F 1 ~  = F~~ + (l - F~~ ) F~~ 

Siendo: FsT = Zndice detectado en las subpoblaciones diploides. 

La desviación de la población total de las condiciones de panmixia se 

detectó mediante el test de x2 siguiente (Guries y Ledig, 1982): 

X' = F , , ~  N (k - 1)  con k (k -1)/2 grados de libertad. 

Donde: F I T  = Zndice de fijación total de cada locus para un tamaño de 
población N, con k alelos. 

5.12.2.- INDICES DE NEI. 

La diversidad genética de toda la población se calculó para cada locus, 

sobre todas las poblaciones mediante la fórmula de Nei (1973): 
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Donde: HT = Diversidad genética total. 
Hs = Diversidad génica media dentro de la poblacibn. 
DsT = Diversidad génica entre las subpoblaciones. 

La diversidad genética total se calculó mediante la fórmula: 

Donde: xi2 = Frecuencia media de todas lar subpoblaciones del alelo 
k. 

La diversidad génica media dentro de la población equivale a la hetero- 

cigosidad esperada de cada locus en cada subpoblación. 

La diversidad génica entre las subpoblaciones se calculó por la diferen- 

cia entre las anteriores cantidades: 

5.13.- Establecimiento de relaciones fdogenéticas. 
Los árboles filogenéticos se elaboraron mediante el dendrograma de 

UPGMA (Unweighted pair-group arithmetic average clustering method) (Nei, 

1987) empl&nd_nie ambas d i s t~~ciac  g&t;cas en si! r d i ~ c i b n .  

Para realizar el cálculo siguiendo el método de UPGMA, se van agru- 

pando los OTU (operational taxonomic unit), cada unidad taxonómica, a 

medida que el árbol se vaya construyendo. Para ello, se agrupan los dos 

primeros OTUs que tienen el menor valor de distancia genética, o mayor 

valor de similitud, en la matriz de distancias-identidades genéticas. Estos dos 

OTUs, constituyen así un nuevo OTU, construyéndose entonces una nueva 

matriz donde los valores de este nuevo OTU con los anteriores será el valor 



medio de las distancias de ellos con los que forman este OTU. A rinnt;ni?- 

ción se unen nuevamente aquellas dos unidades taxonómicas con el menor 

valor de distancia y se elabora otra nueva matriz. Este procedimiento se 

repite hasta que todas las subpoblaciones queden agrupadas. Las agrupacio- 

nes de las distintas subpoblaciones quedan unidas por una raíz común. 



VI. GENETICA. 
RESULTADOS. 



6.1.- pI!~here & iad;+.du~y ~ n ~ l i ~ t l & .  

En todas las poblaciones analizadas de ambas especies de Gelidium, 

el número de tetraesporofitos fue siempre superior al número de gametofitos 

(Tabla 6.2,6.3). En Gracilaria ferox por el contrario, nunca pudimos observar 

individuos esporofíticos en estado reproductor, identificándose mediante los 

patrones isoenzimáticos, sólo aquellos individuos que eran heterocigóticos 

(apartado 6.3). 

6.2.- Interpretación genética de los zimogramas. 
En Gelidium arbuscula se detectar& entre 23 a 29 alelos distribuídos 

en 22 íoci, 7 de los cuales (ALP-1, DIA-2, EST-2, GDH-1, MDH- 1, MDH-3 ,, 

y PGI-3) fueron polimórficos (Tabla 6.1). En todos los loci polimórficos se = m 
O 

detectaron 2 alelos excepto en GDH-1 y DIA-2 que se detectaron 3 alelos en - 
0 m 

E 

alguna de las subpoblaciones (Tabla 6.1). O 

En Gelidium canariensis se detectaron entre 25 a 28 alelos, según las n 

E 

subpoblaciones, distribuídos en 23 loci. 18 loci fueron invariables en las seis 
a 

n n 

subpoblaciones estudiadas. En 5 loci (ALP-1, DIA-3, EST-2, MDH- 1 y PGI- 
3 

3) se detectó polimorfismo en alguna de las subpoblaciones, siendo todos O 

dialélicos (Tabla 6.1). 

En Gracilaria ferox se detectaron entre 18 a 20 alelos distribuídos en 

18 loci, dónde sólo dos fueron polimórficos y ambos dialélicos (EST-3 y 

PGI-3) (Tabla 6.1). 

La Figura 6.1 representa el número total de bandas detectadas en 

cada una de las enzimas en las especies analizadas, señalando la movilidad 

relativa (Rf) de cada una con respecto al azul de bromofenol, así como la 

interpretación genética de las mismas. 
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TABLA6.1. Loci fijados y loci polimórficos detectados en las tres especies 
analizadas. 

Gelidium arbusda. 

* Loci invariables, 

DIA-1, DIA-4, DIA-3, EST-1, EST-3 

Fe-1, PGI-1, PGI-2, SOD-1, SOD-2 

SOD-3, SOD-4, SOD-5, SOD-6, PGM- 1. 

Número total de loci invariables = 15. 

Gelidium canaríemis. 

* Loci invariables. 

DIA-1, DIA-2, DIA-4, E ST-1, EST- 

Fe-1, GDH-1, MDH-2, PGM-1, SOD-2, 

SOD-3, SOD-4, SOD-5, SOD-6, SOD-7, 

PGI- 1, PGI-2, PGI-4. 

Número total de loci invariables = 18. 

Gracilaría ferox. 

* Loci invariables. 

ALP- 1, DIA-1, DIA-2, EST-1, EST-4 

Fe-1 , MDH- 1, MDH-2, MDH-3, PGM- 1, 

PGI-1, PGI-2, PGI-4, SOD-3, SOD-4, 

SOD-6. 

Número total de loci invariables = 16. 

* Loci polimórficos. 

ALP-1, DIA-2, EST-2, 

GDH- 1, MDH- 1, MDH-3, PGI-3. 

Número total loci polimórficos = 7. 

E 

* Loci ~olimórficos. O 

ALP-1, DIA-3, EST-2, 
n 

E 
a 

MDH- 1, PGI-3. n 

n 

Número total de loci polimórficos = 5. 
3 
O 

* Loci polimórficos. 

EST-3, PGI-3. 

Número total de loci polimórficos = 2. 



6.2.1 .- FICOERITRINA. 

Sin realizar ninguna tinción en el gel, se observó en las tres especies 

la aparición de un grupo de bandas rojas fiuorescentes bajo luz de ultravio- 

leta. En Gelidiwn canariensis se observaron dos bandas muy definidas. La 

primera de color rojo intenso fluorescente, con una movilidad relativa de 0.38, 

mientras que la segunda, con una movilidad ligeramente mayor (Rf = 0.40) 

fue de color violáceo. Esta última banda, no se observó con claridad en 

Gelidiwn arbuscula, y nunca en Gracilaria ferox por lo que no se tuvo en 

cuenta en el cómputo global de las bandas, mientras que la primera se 

observó con claridad y con la misma movilidad electroforética en todas las 

especies considerándose como un estándar interno de movilidad. Esta banda 

se identificó como una hmda de biliprnteha, concrehmefite de E-hceeritBno 

tal como se ha descrito en otros estudios de Rodofitas, (Fujio et al., 1987; 

Lindstrom y South, 1989; Mallery y Richardson, 1971; 1972); y se consideró 

codificada por el locus Fe- 1, invariable en todas las subpoblaciones de las tres 

especies (Figura 6.1 .a). 

6.2.2.- FOSFATASA ALCALINA. 

En esta enzima se observaron, en ambas especies de Gelidiwn, dos 

bandas con igual movilidad relativa. Una de ellas coincidía con la migración 

de la banda de ficoeritrina (Rf = 0.38) siendo, a su vez, la banda más 

observada en todos los individuos. La segunda poseía una migración mayor, 
(Rf= 0.43) y q ~ ~ i z  s'lg e:: dgüfios ifidiribos dip!oi&s. 

Estos resultados se interpretaron como la expresión de un sólo locus 

(ALP-1) con dos alelomorfos: ALP-la (de mayor movilidad) y ALP-lb (de 

movilidad igual que la banda de ficoeritrina) que codifican cada uno para una 

enzima monomérica (Figura 6. l. b). 

En Gracilaria ferox se detectó siempre una sóla banda con una 

movilidad relativa menor (Rf = 0.35) a las dos bandas detectadas en ambas 

especies de Gelidiwn. Se consideró pues como un s61o locus fijado para el 

alelo ALP- lc  en todas las subpoblaciones estudiadas (Figura 6. l. b). 
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1IULm4 6.12. Xepreseztitd6n de! z h o g r m a  ohteddo para !a f;,cwritP~=u. 
Rf= Movilidad relativa de las bandas. o =  Origen de la electroforesis. 
Loci/alelos = Número de loci y alelos identificados. 

Ficoeritrina (Fe) 

O 
G. canariensis G. arbuscula Gr. ferox 
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-T-*- . / 4 m 
F ~ L ~ L ~ W K A  0.81~. Kepmentación dei zimogrania obte-ddo para ia e-mkna 
fosfatasa alcaha. Rf= Movilidad relativa de las bandas. o= Origen de la 
electroforesis. bci/alelos = Número de loci y delos identificados. 

Fosfatasa alcalina (ALP) 

Loci/Alelo 

-- o 
G. canariensis G. arbuscula Gr. ferox 

G. canariensis. G. arbuscula. Gr. ferox. 
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6.2.3.- DTAFO?~SA. 

La tinción de los geles para esta enzima en Gracilaria ferox ~610 dio 

lugar a la observación de dos bandas con unas movilidades electroforéticas 

altas (0.85 y 0.82). Al detectarse ambas bandas en los individuos haploides y 

estar presentes en todos los individuos analizados, se consideraron estar 

codificadas por dos loci invariables: DIA-1 y DIA-2a. (Figura 6.1 .c). 

En Gelidium arbuscula se detectaron 6 bandas diferentes. Tres de 

ellas, la de mayor movilidad (0.85) y las dos de menor movilidad (0.50 y 0.59) 

aparecían en todos los individuos, esporofitos y gametofitos, por lo que se 

consideraron ser el producto de tres loci invariables, DIA-1, DIA-3a y DIA- 

4. Las restantes bandas, con una movilidad intermedia, se detectaron por 

parejas en aigunos individuos aipioiaes, mientras que en ios indiviciuos 

haploides sólo se detectó una de las tres bandas. Este resultado se interpretó 

como una enzima monomérica codificada por un locus @IA-2), con tres 

electromorfos, DIA-2b, DIA-2c y DIA-2d. 

En Gelidium canariensis se detectaron un total de cinco bandas. Tres 

de estas bandas se encontraron en todos los individuos analizados, coincidien- 

do en movilidad con tres bandas detectadas en Gelidiwn arbuscula (Rf = 

0.85,O. 64 y O.50), (Figura 6.1 .c). Por todo ello, se consideraron como loci 

invariables, DIA-1, DIA-2c y DIA-4 respectivamente. Otras dos bandas se 

detectaron separadamente en los gametofitos, coexistiendo s61o en algunos 

individuos esporofíticos. Estos resultados sugieren, al igual que en Gelidium 

arbuscuia, que estas dos últimas bandas se corresponden con un locus 

constituído por dos alelos, DIA-3a y DIA-3b de una enzima monomérica que 

en heterocigosis da lugar a dos bandas en el gel. Las movilidades electroforé- 

ticas de estos alelomorfos fueron de 0.59 y 0.56 respectivamente (Figura 

6.l.c). 
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X;?.GC= 6.i.c. Repmen'wcibn dd zimograma obtenido para ia enzima 
Didorasa,. Rf = Movilidad relativa de las bandas. o = Origen de la electrofo- 
resis. Loci/alelos= Número de loci y alelos identificados. 

O 
G. canariensis G. arbuscula Gr. ferox 

Gr. ferox. 

6. arbuscula. 
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&2,4,- LCTERRAs_A_i 

En Gelidiwn se detectaron cuatro bandas con igual movilidad en 

ambas especies. Dos de ellas, (Rf = 0.35 y 0.82) aparecieron en todos los 

individuos analizados, independientemente de la fase del ciclo biológico; 

debido a ello, se consideraron como dos loci (EST-1 y EST-4) fijados para el 

alelo a y b respectivamente en ambas especies (Figura 6.1 .d). Las otras dos 

bandas detectadas (Rf = 0.60 y 0.58) variaron, en su aparición, según los 

individuos analizados. Nunca aparecían las dos bandas juntas en los individuos 

haploides, sólo en algunos individuos diploides. Debido a que no se detectó 

ninguna banda de movilidad intermedia se consideró que ambas bandas 

estaban codificadas por el locus EST-2, con dos alelos variables, EST-2a y 

EST-2b (F&pra 6.1 A). 

En Gracilaria ferox se detectaron cuatro bandas pero sus movilida- 

des electroforéticas no coincidían con ninguna de las movilidades de 

Gelidiwn. (Figura 6.1 .d). Dos de ellas aparecieron igualmente en todos los 

individuos analizados, incluyendo gametofitos, por lo que se consideró ser el 

producto de dos loci (EST-1 y ESTd), fijados para el alelo b y a respectiva- 

mente (Figura 6.1 .d). Las otras dos bandas sólo se detectaron juntas en la 

fase esporofítica, nunca en la fase gametofítica. Ambas bandas corrían muy 

juntas en el gel (Rf = 0.50 y 0.48); al no coincidir sus movilidades con 

ninguna de las bandas de Gelidium, se consideraron ser el producto de un 

locus con dos electromorfos, EST-3a y EST-3b respectivamente. 

En ias tres especies se detectaron ouas bandas, pero de~ido a su 

inconsistencia no se pudieron interpretar genéticamente. 

6.2.5.- GLUTAMATO DESHIDROGENASA. 

Esta enzima ofreció resultados muy diferentes en cada especie 

analizada. En Gelidium arbuscula se detectaron tres bandas con similares 

movilidades electroforética (Figura 6.1.e). Estas tres bandas siempre se 

encontraron por separado en los individuos haploides mientras que en la fase 

esporofítica se encontraron individuos con una s61a banda o con la combina- 

ción de dos de ellas, no detectándose nunca más de dos bandas juntas en un 

mismo individuo. Estos resultados se interpretaron como la expresión de un 
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esterasa. Rf = Movilidad relativa de las bandas. o = Origen de la electrofore- 
sis. Loci/alelos= Número de loci y delos identificados. 

Esterasa (EST) 

O 
G. canariensis G. arbuscula Gr. ferox 

Gr. ferox. 



arPGtJXA 6.1.e. Repr~niación cid &nograma obtenido para ia enzima 
g ~ u ~ t o  deshidrogenasa. Rf= Movilidad relativa de las bandas. o= Origen 
de la electroforesis. -~oci/alelos = Número de loci y alelos identificados. ' 

Glutamato deshidtogenasa (GDH) 

O 
Q. canariensis G. arbuscula Gr. ferox 

G. canariensis. G. arbuscula. 
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(GDE-1) kes e!mkGmc,ff=s: GDE=!a, GDEs!b y GDK-lc, siefid~ 

GDH una enzima monomérica que en heterocigosis da lugar a dos bandas en 

el gel. 

En Gelidiwn canariensis se obtuvo siempre una banda constante que 

coincidía, en movilidad, con la banda de ficoeritrina y que se detectó en 

cualquier estado reproductivo. Dicha banda se consideró como el producto 

de codificación de un único locus fijado para el alelo b (Figura 6.1.e). 

En Gracilaria ferox no se detectó actividad para este sistema 

enzimático. 

6.2.6.- MALATO DESHIDROGENASA. 

En Geiidiwn arburcuia se encontraron 4 bandas diferentes (Tigura 

6.l.f)que nunca aparecieron juntas en el mismo individuo gametofítico. Este 

hecho se interpretó como dos loci polimórficos MDH-1 y MDH-3. Los 

alelomorfos del primer locus (MDH-la y MDH-lb) poseían unos valores de 

Rf = 0.73 y 0.62 respectivamente, mientras que los alelomorfos del segundo 

locus, (MDH-3a y MDH-3b) poseían unas movilidades relativas de 0.55 y 0.53 

respectivamente, (Figura 6. l. f). 

En Gelidiwn canariensis se observaron tres bandas con iguales 

movilidades relativas que los alelos MDH-la, MDH-lb y MDH-3b de 

Gelidium arbuscula, interpretándose como el resultado de dos loci, siendo el 

primero variable, con dos alelos: MDH-la y MDH-lb y el segundo fijado en 

ías seis subpobiaciones para eí de10 MDH-3b. (Figura 6.1 .o. 
En Gracilaria ferox se detectaron igualmente tres bandas, teniendo 

las dos primeras igual movilidad que los dos alelomorfos de MDH-1 de 

ambas especies de Gelidiwn. Al detectarse ambas bandas en individuos 

haploides, se consideraron como dos loci invariables. Por su igualdad en 

movilidad con el primer electromorfo de Gelidium se consideró al primer 

locus, MDH-1, fijado para el alelo a. Para diferenciar el segundo locus del 

alelo MDH- 1 b de Gelidium, se denominó MDH-2. (Figura 6. l. f) . La tercera 

banda detectada en Gracilaria ferox poseía la menor movilidad electroforética 

de todas las bandas de MDH de las tres especies (Rf = 0.50) y se consideró 

ser el producto del alelo MDH-3c que se encuentra fijado en esta especie. En 



a 
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esG enzimz se &"+am.=n bmdas e:: d ge!, yem debid= a !a iiilp- 

sibilidad de interpretación genética, no se incluyeron en el cómputo global. 

6.2.7.- FOSFOGLUCOISOMERASA. 

El número de bandas y sus movilidades relativas fueron muy 

similares en las tres especies analizadas. En Gelidiwn arbuscula se detectaron 

5 bandas diferentes, dos de las cuales, las de mayor movilidad electroforética, 

aparecían en todos los individuos analizados, por lo que se consideraron como 

dos loci invariables, PGI-1 y PGI-2 (Figura 6.1 .g). Las otras tres bandas se 

detectaron juntas sólo en algunos individuos diploides, mientras que en los 

individuos haploides aparecía una s61a banda, que nunca fue la banda 

iñtermedia. Esta banda intermedia, aparecía con una mayor intensidad que 

las dos bandas contiguas. Este resultado se consideró como el producto de un 

locus constituído por dos alelos, PGI-3b y PGI-3c que codifican para una 

enzima dimérica, apareciendo la banda de movilidad intermedia en los 

individuos heterocigóticos. Las movilidades relativas de las mismas fueron de 

0.55 y 0.49 para ambos alelos, y de 0.52 para la banda intermedia (Figura 

6.1 .g). 

Por la misma razón descrita en Gelidium arbzcicula, se detectaron dos 

loci, PGI-1 y PGI-2 en Gelidium canariensis y Gracilaria ferox. Asimismo se 

detectaron dos loci más en Gelidium canariensis siendo uno de ellos variable 

(Figura 6.1 .g), correspondiendo con el locus PGI-3, con dos alelos, PGI-3b 

y PGHc con idéntica movilidad que en Gelidium arbuscula. La última banda, 

con la menor movilidad dentro de PGI (Rf = 0.40) fue invariable, detectán- 

dose en todos los individuos analizados, por lo que se consideró como el 

producto del locus PGI-5. 

En ambas especies de Gelidium se detectaron otras bandas con 

diferentes movilidades en los geles teñidos para PGI, pero debido a que no 

se pudieron interpretar genéticamente, no se consideraron en el presente 

estudio. 

En Gracilaria ferox se detectó otra banda invariable con una 

movilidad de 0.49 que se consideró como el producto de un s610 locus, PGI- 

4. También se observaron tres bandas con unas movilidades de 0.58,0.56 y 
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mGüG- 6.í.f. RePresenbción aei hogrania &ieri;i& pam la erU.2ma 
nialato deshidrogenasa. Rf= Movilidad relativa de las bandas. o= Origen de 
la electroforesis. Loci/alelos = Número de loci y alelos identificados. 

Malato deshidrogenasa (MDH) 
Rf Loci/alelos 

- O 
G. canaríensis G. arbuscula Gr. ferox 

U. canariensis. U. arbuscula. 
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FIGURA 6.l.g. Xepresentación dei ziniograma obtenido para ia e h a  
fosfoghacoisomerasa. Rf= Movilidad relativa de las bandas. o= Origen de la 
electroforesis. Locifalelos = Número de loci y alelos identificados. 

O 

G. canariensis G. arbuscula Gr. ferox 

Gr. ferox. 
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U 4  respectivamente, que siguiefido !a inter;?rekciAfi descrik m.teLt;l=rmente 

se consideró como el producto de un locus (PGI-3) con dos alelos, PGI-3a y 

PGI-3b (Figura 6.1 .g). 

6.2.8.- FOSFOGLUCOMUTASA. 

El revelado de esta enzima mostró una sola zona de actividad de 

igual movilidad en las tres especies analizadas (Rf = 0.79) independiente- 

mente de la ploidía de los individuos. Esta banda única y constante' se 

interpretó como la codificación de un locus, PGM-1, invariable en las tres 

especies (Figura 6. l. h) . 

6.2.9.- SUPEROXIDO DISMUTASA. 

En Gelidium canariensis se detectaron 6 bandas invariables en todos 

los individuos, no existiendo diferencia entre los individuos haploides y 

diploides (Figura 6.1 .i) . Este resultado se interpretó considerando que cada 

banda constituía un locus, detectándose por tanto 6 loci invariables (SOD-2, 

SOD-3, SOD-4a, SOD-5, SOD-6 y SOD-7) con las movilidades relativas 

mostradas en la Figura 6.1 .i. 

En Gelidium arbucula los resultados fueron muy similares, 

detectándose también 6 bandas invariables entre los individuos analizados. 5 

de estas bandas coincidían en movilidad con las cinco primeras bandas de 

Geiidium canariensis, (Figura 6.l.i),SOD-2, SOD-3, SOD-4a, SOD-5 y SOD- 

6. La sexta banda presentaba una mayor movilidad en comparación a las 

detectadas en Gelidium canariensis (Rf = 0.9) por lo que se consideró como 

un locus invariable (SOD-1). SOD-7 no se observó en Gelidium arbuscula. 

En Gracilaria ferox sólo se detectaron 3 bandas que se interpretaron 

como tres loci. Dos de ellos coincidían en su movilidad relativa con SOD-3 

y SOD-6 de ambas especies de Gelidiwn, mientras que la tercera poseía un 

Rf ligeramente inferior al alelomorfo SOD-4a, por lo que se consideró como 

el producto del alelo fijado SOD-4b (Figura 6.1 .i). 
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mí;bmwi 6.1eh, Reprsers~iici6n z*mog-a ü ~ ~ e F ~ d u  par-a ia erab-,a 
fosfogluconniutcasa. Rf= Movilidad relativa de las bandas. o= Origen de la 
electroforesis. Loci/alelos = Número de loci y alelos identificados. 

Fosfoglucomutasa (PGM) 

O 
G. canariensis G. arbuscula Gr. ferox 

G. canariensis. G. arbuscula. 
. . 
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superóxido aisrnmutasa. Rf= Movilidad relativa de las bandas. o= Origen de 
la electroforesis. Eoci/alelos= Número de loci y alelos identificados. 

Super óxido dismutasa (SODI 

O 

G. canariensis G. arbuscula Gr. ferox 
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6.3.- F r ~ ~ ~ ~ ~  gé&s y gemtípim. 

En las Tablas 6.2,6.3 y 6.4 se describen las frecuencias genotípicas 

de los loci polimórficos y el número de individuos analizados, en cada 

subpoblación de Gelidium arbuscula, Gelidium canariensis y Gracilaria ferox. 

En las Tablas 6.5, 6.6 y 6.7 se muestran las frecuencias alélicas 

detectadas en cada subpoblación de Gelidiwn arbuscula, Gelidiwn canariensis 

y Gracilaria ferox. 

En PGI-3 de Gelidiwn arbuscula sólo se detectó variabilidad en la 

subpoblación esporofítica de Pto. Cruz, mientras que en el resto de las 

subpoblaciones se encontró fijado el alelo PGI-3b (Tabla 6.5). Resultados 

similares se encontraron en ALP-1, donde el alelo ALP-la sólo se encontró 

en la subpbia~ión esporoñuca de Agaete, estando fijado en el resto de las 

subpoblaciones. S610 DIA-2 fue polimórfico en todas las subpoblaciones 

analizadas, mientras que EST-2 fue polimórfico en todas las subpoblaciones 

esporofíticas, estando fijado para el alelo EST-2a en todas las subpoblaciones 

gametofíticas. 

En Gelidium canariensis sólo PGI-3 fue variable en todas las 

subpoblaciones analizadas (Tabla 6.6). El alelo mayoritario fue PGI-3c 

excepto en la subpoblación gametofítica de Gáldar. ALP-1 sólo fue polimór- 

fico en la subpoblación esporofítica de Agaete, siendo el alelo ALP-lb el 

mayoritario en todas las subpoblaciones. Resultados similares se encontraron 

en MDH- 1, detectándose variabilidad en las subpoblaciones esporofíticas de 

Ágaete y Pto. Cruz. 

En EST-3 de Gracilaria ferox sólo se encontró polimorfismo en la 

subpoblación esporofítica de Gáldar, (Tabla 6.7) mientras que PGI-3 fue 

polimórfico en las subpoblaciones gametofíticas y esporofíticas de Las Palmas 

y Gáldar respectivamente. 



TABLA 6.2. Frecuencias genotípicas de los loci polimórficos detectados en las poblaciones 
de Gelidirun arbwcula. (En cada locus se indica el genotipo de los esporofitos y de los 
gametofitos). El guión (----) indica la inexistencia de gametofitos heterocigóticos. Nt = 
Número de individuos totales analizados en cada locus. 

Población. Gáldar. Agaete. Pto. Cruz. 

Genotipo. Esporo- Gameto- Esporo- Gameto- Esporo- Gameto- 
fitos fitos. fitos. fitos. fitos. fitos. 

PGI-3bb/3b 
P G I - 3 ~ ~ 9 3 ~  
PGI-3bc 
Nt 

EST-2aa12a 
EST-2bbMb 
EST-2ab 
Nt 

GDH- laalla 
GDH- 1 bb/ 1 b 
GDH- 1 cc/ 1 c 
GDH- 1 ab 
GDH- lac 
GDH- 1 bc 
Nt 

ALP-laal la 
ALP- 1 bbll b 
ALP- lab 
Nt 

MDH-ld la  
MDH- lbbl lb 
MDH- lab 
n 7t 

1 1 6  

MDH-3dla 
MDH-3bbll b 
MDH-3-h 
Nt 

DIA-2bbI2b 
DIA-2cc12c 
DIA-2ddl2d 
DIA-2bc 
DIA-2bd 
DIA-2cd 
Nt 
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TABLA 6.3. Frecuencias genotípicas detectadas en los loci polimórficos en las 
poblaciones de Gelidizm canariemis. (En cada locus se indica el genotipo de los 
esporofitos y de los gametofitos). El guión (----) indica la inexistencia de 
gametofitos heterocigóticos. 
Nt = Número de individuos totales analizados en cada Zocus. 

Población. Gáldar. Agaete. Pto. Cruz. 

Genotipo. 

EST-2d2a 
EST-2bbl2b 
EST-2ab 
Nt 

DIA-3d2a 
DIA-3bb/2b 
DIA-3ab 
Nt 

PGI-3bbl3b 
PGI-3ccI3c 
PGI-3bc 
Nt 

ALP- 1 aa.1 1 a 
ALP- 1 bb/ 1 b 
A T  D-1-l. 
ALI lau 

Nt 

MDH=!d!a 
MDH- lbb/ 1 b 
MDH- 1 ab 
Nt 

Esporo- Gameto- Esporo- Gameto- Esporo- C h b  
fitos fitos. fitos. fitos. fitos. fitos. 



TABLA6.4. Frecuencias genotípicas de los loci polimórficos detectados en las 
poblaciones de Grocilaria ferax. (En cada locus se indica el genotipo de los es- 
porofitos y de los gametofitos). El guión (----) indica la inexistencia de gametofi- 
tos heterocigóticos. Nt = Número de individuos totales analizados en cada locus. 

Poblacibn. Galdar. Las Palmas. 
- 

Genotipo. Esporo- Gameto- Esporo- Gameto- 
fitos. fitos. fitos. fitos. 
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TABLA 6.5. Frecuencias al6licas de los loci polimórficos detectados en las 
poblaciones de Gelidim arbuscula. En cada locus se indica la frecuencia de 
cada alelo en cada población. 
- -- - - - 

Poblacibn. Gáldar. Agaete. Pto. Cruz. 

Alelo. Esporo- Gameto- Esporo- Gameto- Esporo- Gameto- 
fitos. fitos. fitos. fitos. fítos. fitos. 

PGI-3b 
PGI-3c 

EST-2a 
EST-2b 

GDH- 1 a 
GDH- 1 b 
GDH- 1 c 

ALP- 1 a 
ALP- 1 b 

MDH- l a  
MDH- 1 b 

MDH-3a 
MDH-3b 

DIA-2b 
DIA-2c 
DIA-2d 



TABLA6.6. Frecuencias al6licas de los loci polim6rficos detectados en las 
poblaciones de Gelidium memis. En cada locus se indica la frecuencia de 
cada alelo en cada población. 

Población. Gáldar. Agaete. Pto. Cruz. 

Alelo. Esporo- Gameto- Esporo- Gameto- Esporo- Gameto- 
fitos. fitos. fitos. fitos. fitos. fitos. 

ALP- 1 a 
ALP- 1 b 

MDH- 1 a 
MDH- 1 b 
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poblaciones de Gruilan'a ferax. En cada locus se indica la frecuencia -de 
cada alelo en cada población. 

Poblacibn. Gáldar. Las Palmas. 

Alelo. Esporo- Gameto- Esporo- Gameto- 
fitos. fitos. fitos. fitos. 

6.4.- Variabilidad genética. 
Las Tablas 6.8,6.9 y 6.10 muestran el número medio de alelos por 

locus (NMA), el número medio de alelos por locus polimórfico (NMAP) y la 

proporción de loci polimórficos (P) , de las subpoblaciones estudiadas en 

Gelidium arbuscula, Gelidium canariensis y Gracilaria ferox respectivamente. 

6=4=1=- -NU!'VIERO DE ALELOS IWR LDCUS= 

En todas las localidades analizadas, el NMA de las subpoblaciones 

gametofíticas fue inferior al NMA de las subpoblaciones esporofíticas, excepto 

en Graciiaria ferox. 

El valor medio global dentro de Gelidium arbuscula fue de 1.15, 

siendo la media global de las subpoblaciones gametofíticas de 1.06 y de las 

esporofíticas de 1.24 (Tabla 6.8). 

La variación del NMA en Gelidium canatiensis fue menor, (Tabla 

6.9), encontrándose valores que oscilaron entre 1.08 alelos en las sub- 

poblaciones gametofíticas de Gáldar y Pto. Cruz y 1.21 en la subpoblación 

esporofítica de Agaete; Por otro lado, el NMA global de la especie fue igual 



TABLA6.8.Proporción de loci polim6rficos y número medio de alelos por locus 
detectados en las poblaciones de Gelidizun arbuscula. 

Pobla- Fase del No medio No medio Proporción loci 
ción. ciclo. alelos locus. alelos locus pohórf  icos. 

pohórfico. 
Criterio 

95% 99% 

Gáidar . Esporofitos. 
Gametofitos. 

Agaete. Esporofitos. 
Gametofitos. 

Pto. Cruz. Esporofitos. 
Gametofitos. 

Media esporofi tos. 
Media gametofitos. 
Media de la especie. 



VI. Resultados genética. 175 

TABLA6.9. Proporción de loci polimórficos y número medio de alelos por locus 
detectados en las poblaciones de Gelidim canariensis. 

Pobla- Fase del No medio No medio Proporci6n loci 
ción. ciclo. alelos locus. alelos locus polimórficos. 

polimórfico. 
Criterio 

95% 99% 

Gáldar . Esporofitos. 
Gametofitos. 

Agaete. Esporofitos. 
Gametofitos. 

Pto. Cruz. Esporofitos. 
Gametofitos. 

Media esporofitos. 
Media gametofitos. 
Media de la especie. 



TABLA 6.10. Proporción de loci polimórficos y número medio de alelos por 
locus detectados en las poblaciones de Grdrcuia feroz 

Pobla- Fase del No medio No medio Proporción loci 
ción. ciclo. alelos locus. alelos locus polimórficos. 

polimórfico. 
Criterio 

99% 95% 

Gáidar . Esporofitos 1.11 2.00 0.11 0.11 
Gametofitos 1 .OO 0.00 0.00 0.00 

Las Palmas. Esporofitos 1.00 0.00 0.00 0.00 ,, - 
1 .O5 2.00 0.05 0.05 Gametofitos - 

= m 
O 

- 
' 3  m 

E 

O 

1.05 1.00 0.06 0.06 Media esporofitos. 
1.02 1.00 0.03 0.03 Media gametofitos. 

n 

E - 

1.04 1.00 0.04 0.04 Media de la especie. a 

2 

n n 

0 
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a l. 13 alelos *por locus, siendo la media global de las sub-poblaciones 

esporofíticas y gametofíticas de 1.17 y l. 10 alelos por locus respectivamente. 

En Gracilaria ferox el NMA varió de 1 alelo por locus en las 

subpoblaciones esporofíticas y gametofíticas de Las Palmas y Gáídar 

respectivamente, a l. 1 1 en la población diploide de Gáidar. La media global 

de la especie fue más baja que en Gelidiwn, siendo de 1.04 alelos. La media 

de las subpoblaciones gametofíticas fue la mis baja de las tres especies, 1.02 

alelos, siendo la media global de las subpoblaciones esporofíticas de 1.06 

alelos por locus (Tabla 6.10). 

6.4.2.- NUMERO MEDIO DE ALELOS POR LOCUS 

O^YIMOR-~C^. 

El número medio de alelos por locus polimódico (NMAP) en 

Gelidiwn arbwcula varió desde 2.00en todas las subpoblaciones gametofíticas 

a 2.33 en la subpoblación esporofítica de Gáidar. Siendo la media entre las 

subpoblaciones esporofíticas de 2.17 y entre las subpoblaciones gametofíticas 

de 2.00. Considerando toda la especie, la media fue de 2.08 (Tabla 6.8). 

En Gelidiwn canariemis y Gracilaria ferox, el NMAP fue de 2.00 en 

todas las poblaciones, excepto en aquellas poblaciones de Gracilaria ferox 

donde no se detectó variabilidad (Tablas 6.9 y 6.10). La media global en esta 

última especie fue de un alelo por locus polimórfico. 

6.4.3.- PROPORCION DE LNCI POLPvIONCICOS. 

En Gelidiwn arbwcula y en Gracilaria ferox los dos criterios de 

polimorfismo proporcionaron los mismos resultados en todas las sub- 

poblaciones, excepto en la población diploide de Agaete de Gelidium 

arbuscula. En Gelidiwn canariemis el criterio de polimorfismo elegido varió 

la proporción de loci polimórficos (P) en dos de las subpoblaciones (las 

subpoblaciones esporofíticas de Gáldar y Agaete). En las tres especies los 

valores obtenidos fueron diferentes, pero al igual que el NMA .y NMAP, las 

subpoblaciones esporofíticas fueron, por lo general, más polimórficas que las 

haploides. 



En Gelidiwn arbuscula, con el criterio del 95 % , el porcentaje de loci 

polimórficos varió del 22.7% en las subpoblaciones diploides de Agaete y Pto. 

Cruz, al 4.5% en la subpoblaciones gametofíticas de las mismas localidades. 

La media dentro de la especie fue de 12.8% de loci polimórficos, siendo la 

media entre las subpoblaciones gametofíticas del 6%, mientras que entre las 

esporofíticas fue del 19.6% (Tabla 6.8). 

Eligiendo el criterio del 99 % , aumentó el grado de polimorfismo sólo 

en la población diploide de Agaete, alcanzando el 27.3 % , siendo el grado de 

polimorfismo de la especie y de la subpoblación esporofítica del 13.6% y 

21.2% respectivamente, no variando la media global de las subpoblaciones 

garnetofíticas. 

En Ge!i&m cnnnriomh d gzde de pI!!imo,l,sm d 95 % va16 entre 

4.3 % de loci polimórficos en la población haploide de Pto. Cruz a un 17.4 % 

en la fase diploide de la misma localidad. Las subpoblaciones esporofítica y 

gametofítica de Agaete tenían el mismo grado de polimorfismo, el 13%, 

siendo la media global de la especie de 10.8 % distribuyéndose en un 8.7% 

de las subpoblaciones haploides y un 13 % en las subpoblaciones diploides. 

Con el criterio del 99 % , el polimorfismo global de la especie aumentó 

a un 13%, al igual que la media de las subpoblaciones esporofíticas, que 

alcanzaron un grado de 17.3 % (Tabla 6.9). 

En Gracilaria ferox, la proporción de loci polimórficos no varió con 

el criterio de polimorfismo. En las subpoblaciones gametofíticas y esporofí- 
Ucus & G$du y ya cateras resps:irai~eatq fiu se &ixAm-on ivci 

polimórficos, mientras que en las otras dos subpoblaciones analizadas el 

grado de polimorfismo fue más bajo que en Gelidiwn. La media global de las 

subpobiaciones gametofíticas fue del 3% mientras que la de las sub- 

poblaciones esporofíticas fue del 6% siendo la media global de polimorfismo 

en la especie del 4% (Tabla 6.10). 
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6.4.4.-HETEROCIGOSIDAD OBSERVADA. 

La heterocigosidad observada (Ho) (Tablas 6.1 1,6.12 y 6.13) fue muy 

diversa entre los loci polimórficos de las diferentes especies, variando desde 

0.005 en GDH-1 de Agaete en Gelidiwn arbuscula hasta 0.73 encontrado en 

EST-2 de la misma especie en la población de Gáldar. Las heterocigosidades 

medias variaron considerablemente de una especie a otra: 0.075 en Gelidium 

arbuscula, 0.038 en Gelidiwn canariemis y 0.01 1 en Gracilaria ferox (Tablas 

6.11,6.12 y 6.13). 

Dentro de cada especie también se encontraron grandes variaciones 

en la heterocigosidad observada. En Gelidiwn arbuscula, Ho varió entre 0.060 

en Agaete, a 0.094 en Pto. Cruz (Tabla 6.10). E1 mayor número de individuos 

h&ricigdt;c~r re pn~~f i t rd pfi p! !~CGS BT-2  dp, G g d ~  (,yo = o.???), ~iefide 

este locus y DIA-2 donde se detectaron individuos heterocigóticos en todas 

las subpoblaciones. GDH-1 fue el locus polimórfico donde menos heterocigó- 

ticos se detectaron, (población de Agaete, Ho = 0.005). En el locus ALP-1 

sólo se pudieron detectar individuos heterocigóticos en la población de 

Agaete. 

La heterocigosidad observada media en Gelidium canariensis fue 

menor que en Gelidium arbuscula. Su valor vari6 de 0.022 en Gáldar a 0.050 

en Pto. Cruz, siendo la media de la especie de 0.038. A1 igual que a Gelidiwn 

arbuscula, los loci donde más individuos heterocigóticos se detectaron fueron 

EST-2 y DIA-3, en las subpoblaciones de Agaete y Gáldar respectivamente. 
En+*- t n A n m  l a "  1 n A  - n l : - A - G a n m  A.-.-A- ----m :-A:..:A..-- L - ~ - - - - : - L L : - - -  
L 1 1 L U k  LWUUJ 1UJ 1-1 )NllIIIUIllLUJ~ UUIIUG IIIGIIUS 1llUlVlUUUS IICLCIULI~UULUS Se 

detectaron fue en MDH-1 de Agaete, (Ho = 0.043), (Tabla 6.12). 

En Gracilaria ferox la heterocigosidad observada fue de 0.021 en 

Gáldar y de 0.000 en Las Canteras. Ho medio en la especie fue de 0.01 1. De 

los dos loci polimórficos detectados, EST-3 en Gáldar, fue el locus en que 

mayor individuos heterocigóticos se detectaron (Ho = 0.250). En Las Palmas 

no se detectó ningún individuo heterocigótico en ambos loci (Tabla 6.13). 



TABLA 6.11. Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) detectadas en las 
poblaciones y loci polirnórficos de Gelidim arbusculo. El guión indica la 
inexistencia de individuos heterocigóticos en los individuos haploides. es = error 
estándard. E = Subpoblación esporofítica. G = Subpoblación gametofítica. 

Población. Gáldar. Agaete. Pto. Cmz. 

Locus. E. G. E. G. E. G.  

Media. Ho 0.071 ----- O. 060 ----- O. 094 ----- 
es 0.041 ----- O. 035 ----- O. 041 ----- 

Ho (de Gelidium arbuscula) = 0.075 f 0.014 
He (entre las subpoblaciones esporofíticas) = 0.018 f 0.002 
H e  (entre las subpoblaciones gametofíticas) = 0.070 f 0.004 
He (de Gelidium arbuscula) = 0.044 f 0.026 

* Todos los valores medios de Ho y He incluyen los 15 loci invariables, con 
heterocigosidad cero, detectados en todas las subpoblaciones. 
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TABLA 6.12. Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) detectadas en las 
poblaciones y loci polim6rficos de Gelidim canariensis. El guión indica la 
inexistencia de individuos heterocigóticos en los individuos haploides. es = error 
estándard. E = Subpoblación esporofítica. G = Subpoblación gametofítica. 

Población. GAldar. Agaete. Pto. Cruz. 

Locurs. 

EST-2 

DIA-3 

PGI-3 

ALP- 1 

MDH- 1 

Media. * 

Ho (de Gelidiurn canariensis) = 0.038 f 0.012 
He (entre las subpoblaciones esporofiticas) = 0.029 f 0.015 
He (entre las subpoblaciones gametofíticas) = 0.048 + 0.009 
He (de Gelidium canariensis) = 0.039 + 0.016 

* Todos los valores medios de Ho y He incluyen los 18 loci invariables, con 
heterocigosidad cero, detectados en todas las subpoblaciones. 



TABLA 6.13. Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) detectadas 
en las poblaciones y loci polimórficos de Grmilaria ferox. El guión indica la 
inexistencia de individuos heterocigóticos en los individuos haploides. es= 
error estándard. E = Subpoblación esporofítica. G = Subpoblación 
gametofítica. 

Locm. 

EST-3 

PGI-3 

Media. * 

Gáldar. 

E. G. 

Las Palmas. 

E. G .  

Ho (de Gracilaria ferox) = 0.011 + 0.01 1 
He (entre las subpoblaciones esporofíticas) = 0.014 f 0.014 
He (entre las subpoblaciones gametofíticas) = 0.010 f 0.010 
iie (de Graciiariaferoxj = 0.012 I 0.012 

* Todos los valores medios de Ho y He incluyen los 16 loci invariables, 
con heterocigosidad cero, detectados en todas las subpoblaciones. 
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6.4.S.- HEmRROclCdSIDAD E S P E R A D A .  

La heterocigosidad esperada o diversidad génica (He) fue muy similar 

en ambas especies de Gelidim, siendo mayor en las subpoblaciones gameto- 

fíticas que en las esporofíticas. 

En Gelidium arburcula se encontraron valores medios de He que 

oscilaron entre 0.015 y 0.074 (en las subpoblaciones esporofítica y gametofi- 

tica de Pto. Cruz, respectivamente). La media de la especie fue de 0.044, 

siendo la media de todas las subpoblaciones esporofíticas menor (He = 0.0 1 8) 

que la media de las subpoblaciones haploides (He = 0.070) (Tabla 6.11). 

En Gelidium camriensis la heterocigosidad esperada varió entre 0.0 16 

(en la subpoblación esporofítica de Pto. Cruz) a 0.060 (en la subpoblación 
n o m m t n f ~ t ; ~ o  
6 4 1 1 1 L I L V l l L l b U  de !a mismo !didad) .  He m d k  de !as subp~b!aciones 

esporofíticas fue de 0.029 mientras que la He media de las subpoblaciones 

gametofíticas fue de 0.048, siendo la media de la especie de 0.039 (Tabla 

6.12). 

En Gracilaria ferox la He media de las subpoblaciones esporofíticas 

fue mayor que las subpoblaciones haploides (He = 0.014 y 0.010, respectiva- 

mente), siendo la He global de la especie de 0.012 (Tabla 6.13). 

6.5.- Comparación de las frecuencias genotípicas en el 
equilibrio de Hardy-Weinberg. 

La Tabla 6.14 muestra el número de individuos observados y 

esperados en cada locus polimórfico en las tres poblaciones analizadas de 

Gelidium arbuscula. Debido a que el número de grados de libertad fue menor 

que uno, no se pudo realizar el cálculo de test de x2 en ninguno de sus loci. 

Este hecho es una de las consecuencias de la fijación de la mayona de los 

loci en las subpoblaciones gametofíticas. 

A pesar de no poder realizar matemáticamente esta comparación, el 

análisis directo de los genotipos observados y esperados indica que existen 

diferencias claras entre ellos en la mayoría de los loci con polimorfismo. En 

EST-2 de las tres poblaciones analizadas apreciamos que el genotipo 

esperado es EST-2aa, mientras que el genotipo observado mayoritario es 



TABLA6.14. Número de espnrofitos ohservsd~s y ~cpemdns en e! eqluilibrie de 
Hardy-Weinberg (entre paréntesis) para cada genotipo en los locus polimórficos de 
las tres poblaciones de Gelidium arbwcula. 

Genotipo. 

PGI-3bb 
PGI-~CC 
PGI-3bc 
Nt 

EST-2aa 
EST-2bb 
EST-2ab 
Nt 

GDH-las 
GDH-lbb 
GDH- lcc 
GDH- 1 ab 
GDH-lbc 
GDH- 1 ac 
Nt 

ALP- 1 aa 
ALP- 1 bb 
ALP- lab 
Nt 

IviDH- i aa 
MDH- 1 bb 
MDH- lab 
Nt 

MDH-3aa 
MDH-3bb 
MDH-3ab 
Nt 

DIA-2bb 
DIA-2cc 
DIA-2dd 
DIA-2bc 
DIA-2bd 
DIA-2cd 
Nt 

Gáldar. 

0 (E) 

Agaete. Pto Cruz. 

0 @) O (E) 
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E.T-Sab. En GDH-1 de G61d2r, el geno!@ nhse-w~dn mqmitirtin es e1 

hetermigótico GDH-lab, mientras que el esperado es el hommigótico GDH- 

lbb. 

En general, la observación de más de un alelo en las subpoblaciones 

esporofíticas y la fijación de un sólo alelo en las subpoblaciones garnetofíticas 

nos indica claramente que las subpoblaciones diploides en esta especie no 

están en equilibrio de Hardy-Weinberg. 

La Tabla 6.15 muestra el número de individuos observados y 

esperados en el equilibrio de Hardy-Weinberg para los loci polimórficos 

detectados en Gelidiwn canariemis. La Tabla 6.16 muestra los valores de X' 

obtenidos al comparar los genotipos observados y esperados. En la mayoría 
A- 1-0 1 n A  -n O- --*A- -n.-.l:-e- -1 +a-+ Aeh:A- 

L-L JCI YUUu C1 LF.JL UCVIUu a qUe !os gados de libel'izd 
m 
D 

fueron menores que uno o el locus era invariable. Todos los loci, donde se - 
= m 
O 

pudo realizar el test, dieron diferencias altamente significativas (Tabla 6.16). - - e 
m 

E Por otro lado, y al igual que en Gelidiwn arbuscula, el análisis directo de 
O 

aquellos loci donde el test de X' no se realizó, nos proporcionó un indicativo n 

E - 

más que la mayoría de los loci de las subpoblaciones esporofíticas no se 
a l 
n 

encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg. En DIA-3 de Gáldar y Pto. n 
0 

Cruz se espera, a partir de las frecuencias alClicas de los gametofitos, la 3 
O 

aparición de genotipos DIA-3bb, pero se detectaron también esporofitos con 

los genotipos DIA-3aa y DIA-3ab. Lo mismo sucede con PGI-3 de la 

población de Gáldar donde no se pudo realizar el test de Chi-cuadrado. 

ia Tabia 6. i7  muestra e1 número de esporofitos observados y 

esperados en las dos poblaciones analizadas de Gracilaria ferox. No se pudo 

realizar el test de x2 debido a que la mayoría de los loci estaban fijados en 

las subpoblaciones gametofíticas. El análisis directo de las frecuencias 

genotípicas en estos loci fijados no dio diferencia alguna entre los valores 

esperados y observados, excepto PGI-3 en el que se esperan en el equilibrio 

individuos heterocigóticos PGI-3ab y PGI-3aa. 



TABLA 6.15. Número de esporofitos observados y esperados en el equilibrio de 
Hardy-Weinberg (entre paréntesis) para cada genotipo en los locus polimórficos de 
las tres poblaciones de Gelidim cmriensis. 

Poblacibn. Giíldar. Agaete. Pto Cruz. 

Genotipo. 0 (E) O (E) O (E) 

EST-2aa 
EST-2bb 
EST-2ab 
Nt 

DIA-3aa 
DIA-3bb 
DIA-3ab 
Nt 

PGI-3bb 
PGI-3cc 
PGI-3bc 
Nt 

ALP- laa 
ALP- lbb 
ALP- lab 
Nt 

MDH- laa 
MDH- 1 bb 
b4DH-!& 
Nt 
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TABLA 6.16. Valores de x2 en el equilibrio de Hardy-Weinberg en 
Gelidium canariensis. El guión indica que no se pudo realizar el cálculo 
porque el locus fue invariable o porque el número de grados de libertad 
fue menor que uno. 

Poblacibn. Gáldar . Agaete. Pto. Cruz. 

Locus. 

TABLA 6.17. Número de esporofitos observados y esperados en el 
equilibrio de Hardy-Weinberg (entre paréntesis) para cada genotipo 
en los locus polimórficos de las poblaciones de Gracircuia ferox. 

Poblacibn. Gáldar. Las Palmas. 



6.6.- Comparación - de las frecuencias délicas entre 
poblaciones. 

En la Tablas 6.18, 6.19 y 6.20 se describen los valores de Chi- 

cuadrado obtenidos al comparar, en cada especie, las frecuencias alélicas 

entre las distintas poblaciones y subpoblaciones. Las comparaciones en cada 

una de las especies se realizaron dentro de cada población, entre las fases 

haploides y diploides y entre las diferentes poblaciones. También se com- 

pararon dentro de la isla de Gran Canaria y entre las islas de Gran Canaria 

y Tenerife. 

En Gelidium arbuscula las comparaciones entre las fases esporofíticas 

y las fases gametofíticas dentro de cada población dieron diferencias sig- 

riificatims eri !a rri,ayoria de !os !mi m d h ! ~ ~  (Tabla 6.18). Este misme 
m 
D 

resultado se observó al comparar todas las subpoblaciones entre sí indepen- - = m 
O 

dientemente de su ploidía. Las comparaciones entre pares de subpoblaciones - - e 
m 

dieron resultados altamente significativos tanto al comparar fases haploides E 

O 

como fases diploides. n 

E 

En Gelidium canariensis también se observaron diferencias sig- 
- 
a 

2 

nificativas en la mayoría de los loci al realizar todas las comparaciones, n n 

0 

existiendo sólo un locus polimórfico (ALP-1) donde las diferencias no fueron 3 O 

significativas. 

En Gracilan'a ferox la comparación dentro de cada población fue 

estadísticamente significativa en los loci analizados. (Tabla 6.20), al igual que 
"1 ,,*-*m..".. +AA.." l.." "..l...-l..l-,.:..-,." 

b"lllpaia w u a a  iaa  a u u y u u l a ~ ~ v i i c ~  m'uc Si ilidepiidieiiiemeiiie be 1a 

ploidía. No se apreciaron diferencias en las frecuencias alélicas entre las fases 

esporofíticas, mientras que entre las fases gametofíticas sólo se pudo 

comparar PGI-3, teniendo este locus diferencias altamente significativas entre 

las fases gametofíticas (Tabla 6.20). 



TABLA6.18. Valores de X* al comparar las frecuencias aléllicas obtenidas en las poblaciones garnetofíticas y esporofíticas 
mediante el test de Workman y Niswander (1970) en Gelidiium arburcib- Entre parbntesis se señalan los grados de libertad 
obtenidos para cada locus. El guión (-----) indica que no se realizó el test por ser un locus invariable entre las poblaciones 
comparadas. 

Ghldar-Agaete. Agaete-Ghldar-Pto. Cruz. 

Dentro Dentro Dentro 
Gáldar Agaete Pto. Cruz. Gametofitos Esporofitos Gametofitos Esporofitos 



TABLA 6.18. Conitinuación. 

Galdar-Pto. Cruz Agaete-Ftc~.Cruz Gran Canaria. Todas las 
poblaciones. 

Gametofitos Esporofitos Gametofitos Esporofitos 



TABLA6.19. Valores de x2 al comparar las frecuencias al6licris obtenidiis en las poblaciones gametofíticas y espcorofíticas mediante 
el test de Workman y Niswander (1970) en Gelídizun cmmiemiis. g.d.1. = grados de libertad obtenidos para cada comparación. Al ser 
todos los loci dialélicos, el número de grados de libertad fueran los mismos dentro de cada comparación. El guión indica que no se 
realizó el test por ser un locus invariable entre las poblaciones comparadas. 

Agaete-Galdar-P.cruz. Gáldar-Agaete. 
Dientro Dentro Dentro 
Gkíldar Agaete Pto.Cruz Gametofitos. Esporofitos. Gametofitos.. Esporofi tos. 



TABLA 6.19. Continuación. 

Gáldar-Pto.Cruz. Agade-Pto.Cruz Gran Canairia. Todas las 
poblaciones. 

Gametofitos Esporofitos Gametofitos, Esporofitos 

EST-2 5.4** 12.9*** 312. S** 1 1.1*** 86.3*** 66.2*** 
m 
D 

- 
= m 
O 

DIA-3 ----- 0.02 9.9*** 0.09 16.1** 8.8* - - e 

m 

E 

PGI-3 27.1 *** 0.48 10.08 18.f** 76. O*** 75.4*** O 

n 

ALP- 1 ----- ----- 3.0 7.4 3.7 - E 
a 

2 

8.4*** 2.8 18.6** 2.9 o 

n 

MDH- 1 n -.---- .----- 

3 

g. d. l. (1) (1) (1) (1) (5) (3) O 
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TABLA6.20. Valores de x2 al comparar las frecuencias alélicas obtenidas 
en las poblaciones gametofíticas y esporofíticas mediante el test de Workman 
y Niswander (1970) en Grmilruia fem. g.d.1. = grados de libertad obtenidos 
para cada comparación. Al ser todos los loci dialélicos, el número de grados 
de libertad fueron los mismos dentro de cada comparación. El guión indica 
que no se realizó el test por ser un locus invariable entre las poblaciones 
comparadas. 

Dentro Dentro Entre Entre Entre 
Gáldar L.Palmas. Esporo- Gameto- todas las 

fitos. fitos. poblaciones. 

6.7.- Loci diagnóstico. 
En la Tabla 6.21A se exponen los valores de diagnóstico (VD) 

obtenidos a i  comparar las frecuencias genotipicas de los loci polimóficos 

entre las fases esporofíticas de ambas especies de Gelidium. Estos cálculos no 

se realizaron entre el género Gelidium y Gracilaria ferox debido a que el 

número de individuos esporofíticos analizados en esta última especie fue muy 

inferior, siendo necesario un número de individuos muy similar entre las 

especies para poder comparar estadísticamente los loci diagnóstico. 

Ninguno de los loci polimórficos se pudo considerar loci diagnóstico, 

ya que todos poseían valores de superposición (m) muy por debajo del 99% 

necesario para ser considerados como tales. 



TABLA 6.21. Identificaci6n de loci diagnóstico entre Gelidim arb~~pcula y 
Geiidím canariensis. A. Loci polimórficos y valores diagnóstico (VD) 
detectados entre los mismos al comparar las frecuencias genotipicas 
detectadas en ellos. B. Loci invariables. Loci que no fueron comunes a ambas 
especies. 

A) Loci ~olimórficos, B) Loci invariables, 

(VD) 

EST-2. 75.3% PGI-5. Exclusivo de G. canariensis. 

DIA-2. 82.4% SOD-1. Exclusivo de G. canariensis. 

DIA-3. 96.8% SOD-7. Exclusivo de G. arbuscula. 

PGI-3. 66.5 % 

ALP- 1. 2.7% 

MDH- 1. 66.3 % 

MDH-3. 55.7% 

GDH- 1. 64.0% 

El análisis de los loci invariables de ambas especies de Gelidium dio 

lugar a la catalogación de tres loci (SOD-1, SOD-7 y PGI-5) como diagnósti- 

ce. N I - 5  y SOE-7 se ikii~'&-~li s6h eñ Geiilium canariensis, mientras que 

SOD-1 sólo se observó en Gelidium arbuscula (Tabla 6.21B y Figuras 6.lg y 

6. li). 

Entre todos los loci detectados en Gelidium arbuscula y Gracilaria 

ferox, seis de ellos @IA-3, DIA-4, EST-2, SOD-1, SOD-2 y SOD-S), se 

encontraron solamente en Gelidium arbuscula, no apareciendo en ninguno de 

los individuos de Gracilaria ferox. Asimismo, MDH-2, EST-3 y PGI-4 fueron 

loci exclusivos de esta última especie, sin observarse nunca en Gelidium 



VI. Resultados genCtica. 195 

arbuscula (Tabla 6.22A, Figura 6.1). Otro grupo de loci (ALP-1, DIA-2, 

EST-1, EST-4, MDH-3, SOD-4) se detectó en ambas especies, con alelos 

complementarios fijados en cada una de ellas considerándose también como 

loci diagnóstico. 

Al comparar los zimogramas de Gelidiwn canariensis y Gracilaria ferox 

(Tabla 6.22B) observamos que 10 loci @IA-3, DIA-4, EST-2, EST-3, MDH- 

2, PGI-4, PGI-5, SOD-2, SOD-5 y SOD-7) no son comunes entre ellas y que, 

por tanto, se pueden considerar como loci diagnóstico. Asimismo, seis loci 

(ALP-1, DIA-2, EST-1, EST-4, MDH-3 y SOD-4) son comunes a ambas 

especies pero se encontraron fijados a alelos complementarios en cada una 

de ellas (Tabla 6.22B; Figura 6.1). 

TABLA 6.22. Comparación entre los loci detectados en Graciluria ferox y 
ambas especies de Gelidium. A. Loci no comunes entre G. ferox y G. 
canariensis. B. Loci no comunes entre G. ferox y G. arbuscula. 

A. Gracilaria ferox - Gelidim arbuscrcla. 

Exclusivos de G. ferox: 

Exclusivos de G. arbuscula: 

Exclusivos de G. ferox: EST-3, PGI-4 y MDH-2. 

Exclusivos de G. canariensis: EST-2, DIA-3, DIA-4, PGI-5, 
SOD-5, SOD-7 y SOD-2, 

Loci comunes con alelos 
complementarios: DIA-2, ALP- 1, MDH-3, EST- 1, 

EST-4 y SOD-4. 



6.8.- Distancia e identidad genética entre las poblaci* - 

nes. 
Debido a que existe una relación directa entre el cálculo de las 

distancias genéticas y las identidades o similitudes genéticas se analizarán 

conjuntamente los resultados, primeramente, en cada una de las especies, y 

posteriormente en conjunto para todas. 

En Gelidiwn arburcula la distancia genética de Nei (D), osciló entre 

0.009 entre las subpoblaciones esporofíticas y garnetofíticas de Pto. Cruz, y 

0.047 entre esta última y la subpoblación esporofítica de Gáldar . La distancia 

genética media dentro de la especie fue de 0.028, sin que este valor variara 

significativamente en relación a los valores de distancias medias detectadas 

d m l ~  de lar silhpohlacimeu hq.hides (E = 0.0261, ífeiitra de !as wbp~bla- 

ciones diploides (D = 0.030) 6 entre ellas (D = 0.028), (Tabla 6.23). No se 

detectó correlación directa entre la distancia geográfica y la distancia 

genética, ya que la distancia genética media entre las 2oblaciones de 

Agaete y Pto. Cruz, (D = 0.027) fue menor que entre las dos poblaciones 

de Gran Canaria (D = 0.028) cuya distancia geográfica es mucho menor que 

entre las dos primeras. La distancia entre la población de Gáldar y la de Pto. 

Cruz fue de 0.042 (Tabla 6.23). 

Los valores de la distancia genética de Rogers (DR), (Tabla 6.24) 

fueron superiores a los encontrados aplicando la distancia de Nei. El valor 

medio dentro de la especie fue de 0.059,existiendo mayor distancia entre las 
n n - 4 ~  - s ~ b p b k i ~ i ~ i i e ~  esporofiicas (ER = u. u 1 1) que entre ias gametofíticas (D, = 

0.038). Por localidades, observamos los mismos resultados relativos que con 

la distancia de Nei, esto es, las poblaciones de Agaete y Pto. Cruz están más 

relacionadas genéticamente (DR = 0.057) que las poblaciones de Gran 

Canaria entre sí (DR = 0.058). Igualmente, fueron las poblaciones de Gáldar 

y Pto. Cruz las que más alejadas se encontraron genéticamente (DR = 0.073); 

(Tabla 6.24). El coeficiente de correlación entre ambas distancias genéticas 

en Gelidium arbuscula fue de 0.795. 

En Gelidium canariensis, al contrario que en Gelidium arburcula, la 

menor distancia de Nei entre todas las subpoblaciones, correspondió entre la 

subpoblación esporofítica de Gáldar y las dos subpoblaciones de Pto. Cmz, 



TABLA 6.23. Distancia genética de Nei (1972), (sobre la diagonal) e identidades genéticas (debajo de la diagamal) entre las 
poblaciones de Gelidium arbuscula. 

Gáldar Gáldar A.gaete Agaete Pto. Cruz Pto. Cruz 
Esporofitos Gametofitos Esporofitos Gametofitos Esporofitos Gametofitos 

Gáldar Esporofitos 0.019 0.024 0.027 0.043 O. OLC7 

1 Gáldar Gametofitos 0.981 0.040 0.019 0.043 0.036 

Agaete Esporofitos 0.976 , 0.961 

Agaete Gametofitos 0.973 0.981 

Pto. Cruz Esporofitos 0.958 0.958 

Pto. Cruz Gametofitos 0.954 0.965 

Distancia genética mtxiia dentro de la especie. D = 0.028 f CLOll 
Distancia genética mtxiia entre las poblaciones de Agaete y Pto. Cruz. D = 0.027 + 0.005 
Distancia genética mtxiia entre las poblaciones de Gáldar y P1.o. Cruz. D = 0.042 f 0.004 
Distancia genética mtxiia entre las poblaciones de Gran Canaria. D = 0.028 f 0.007 
Distancia genética mtxiia entre las subpoblaciones esporofíticas. D = 0.030 f 0.009 
Distancia genCtica mtxiia entre las subpoblaciones gametofíticas. D = 0.026 f 0.007 
Distancia genética mtxiia entre las subpoblaciones esporofíticas y gametaifíticas. D = 0.028 f 0.003 



TABLA 6.24. Distancia genética de Rogers (1972), (sobre la diagonal) y similitud genética (debajo de la diagonal) entre las 
subpoblaciones de Gelidíum arbwcuiiz. 

Gáldar Esporofitos. 

Gáldar Gametofitos. 

Agaete Esporofitos. 

Agaete Gametofi tos. 

Pto. Cruz Esporofitos. 

Pto. Cruz Gametofitos. 

Gáldar Gáldar Agaete Agaete Pto. Cruz Pto. Cruz 
Esporofitos Gametc~fitos Esporofitos Gametofitos Gametofitos Esporofitos 

Distancia genética media dentro de la especie. DR 
Distancia genética media entre las poblaciones de 
Distancia genética media entre las poblaciones de 
Distancia genética media entre las poblaciones de 
Distancia genética media entre las subpoblaciones 
Distancia genética media entre las subpoblaciones 
Distancia genética media entre las subpoblaciones 

= 0.059 + 0.016 
Agaete y Pto. Cruz. DR = 0.057 f 0.015 
Gáldar y Pto. Cniz. DIR = 0.073 + 0.016 
Gran Canaria. DR = 0.058 + 0.014 
esporofíticas;. DR = 0.071 f 0.013 
gametofíticas. DI( = 0.038 f 0.006 
esporofíticas y gametofíticas. DR = 0.062 + 0.014 
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ambos con la misma distancia, (D = 0.003). Asimismo, la mayor distancia 

genética correspondió entre las subpoblaciones gametofíticas de Gáldar y 

Agaete (D = O.O39), localizadas ambas en la misma isla (Tabla 6.25). Los 

valores medios de distancia genética entre las diferentes localidades 

presentaron una relación inversa con la distancia geográfica, disminuyendo la 

distancia genética a medida que aumentaba la distancia geognük~. La 

distancia media entre Agaete y Gáldar fue de 0.029, mientras que entre 

Agaete y Pto. Cruz fue de 0.017 siendo, entre Gáldar y Pto. Cruz, de 0.010. 

La distancia genética de Nei dentro de la especie fue de 0.017,detectándose 

un valor mucho menor entre las subpoblaciones esporofíticas (D = 0.008) que 

entre las subpoblaciones haploides (D = 0.030). (Tabla 6.25). 

Con respecto a la distancia de Rogers, los valores absolutos fueron 

mayores que los obtenidos con Nei, pero los resultados relativos fueron muy 

similares. La distancia media entre todas las subpoblaciones fue de 0.037, 

encontrándose igualmente que la menor distancia correspondió entre la 

subpoblación gametofítica de Pto. Cruz y la esporofítica de Gáldar (DR = 

0.014). También, las subpoblaciones que se encontraron más alejadas 

genéticamente fueron las subpoblaciones gametofíticas de Agaete y Gáldar 

(DR = 0.067) (Tabla 6.26). El coeficiente de correlación entre la distancia de 

Nei y Rogers en esta especie fue de 0.946. 

En Gracilaria ferox la distancia de Nei varió de 0.00, entre la 

subpoblación esporofítica de Las Palmas y la gametofítica de Gáldar, a 0.02 

entre las siihph!rimer gametditica y espnrnfítirii de Tns Odilmas y ambas 

gametofíticas de Gáldar y Las Palmas (Tabla 6.27). La media total dentro de 

la especie fue de 0.010. La distancia genética media entre las subpoblaciones 

esporofíticas y gametofíticas fue ia misma que áentro de ia especie (D = 

0.010). Con respecto a la distancia de Rogers, los resultados, aunque en 

valores absolutos mayores, en valores relativos fueron los mismos que con 

la distancia de Nei. La distancia media dentro de la especie fue de 0.021 

(Tabla 6.28). E1 coeficiente de correlación entre ambas distancias fue de 

0.956. 



TABLA 6.25. Distancia genética de Nei (1972), (sobre la dliagonal) e! identidad genetica (debajo de la diagonal) entre las 
subpoblaciones de GWidiwn canariemis. 

Gáidar Gáldar Agaete Agaete Pto. Cruz Pto. Cruz 
Esporofitos. Gametofitos. Esporofitos. Gametofitos. Esporofitos. Gametofitos. 

Gáidar Esporofitos 0.018 0.014 0.025 0.003 0.003 

\ Gáldar Gametofitos 0.982 0.037 0.039 0.015 0.0:20 

Agaete Esporofitos 0.986 0.963 \ 0.004 0.008 0.016 

Agaete Gametofitos 0.975 0.961 0.996 

Pto. Cruz Esporofitos 0.997 0.985 0.992 

Pto. Cruz Gametofito;~ 0.997 0.980 0.984 

Distancia genética mledia dentro de la especie. D = 0.017 + 0.012 
Distancia genética media entre las poblaciones de Agaete y Pto. Cruz. L) = 0.017 f 0.008 
Distancia genética media entre las poblaciones de Gáldar y Pito. Cruz. Lp = 0.010 + 0.007 
Distancia genética media entre las poblaciones de Gran Canaria. D = 0.029 + 0.010 
Distancia genética media entre las subpoblaciones esporofíticas. D = 0.008 f 0.004 
Distancia genética mtdia entre las subpoblaciones gametofíticais. D = 0.030 f 0.008 
Distancia genética media entre las subpoblaciones esporofíticais y gameta~fíticas. D = 0.015 f 0.010 



TABLA 6.26. Distancia genética de Rogers (1972), (sobre la diagonal) e identidad genética (debajo de la diagonal), entre las 
subpoblaciones de Gelidim canariensis. 

Gáldar Gáldar Agaete Agaete Pto. Cruz Pto. Cruz 
Esporofitos Gametofitos Esporofitos Gametofito Esporofitos Gametofitos 

Gáldar Esporofitos. 0.042 0.034 0.040 0.016 0.014 

Gáldar Gametofítos. 0.061 0.067 0.039 0.036 

Agaete Esporofitos. 0.966 0.939 0.030 0.042 

Agaete ~ametofitos. 0.960 0.933 0.036 0.048 

Pto. Cruz Esporofitos. 0.984 0.961 0.970 0.031 

Pto. Cruz Gametofitoic. 0.986 0.964 0.958 0.952 0.969 

Distancia 
Distancia 
Distancia 
Distancia 

genética 
genética 
genética 
genética 

media dentro de la especie. DR = 0.037 f 0.014 
media entre las poblaciones de Agaete y Pto. Cruz. 11, = 0.039 f 0.007 
media entre las poblaciones de Gáidar y Pto. Cruz. L), = 0.026 f 0.01 1 
media entre las poblaciones de Gran Canaria. DR = 0.05 1 + 0.014 

Distancia genética media entre las subpoblaciones esporfíticas. DR = 0.027 & 0.008 
Distancia genética media entre las subpoblaciones gametofiti~is. DR = 0.050 + 0.0 13 
Distancia genética media entre las subpoblaciones esporofíticas y gametofíticas. DR = 0.036 + 0.012 





TABLA 6.27. Distancia genética de Nei (1972), (sobre la diagonal) e identidad 
genética (debajo de la diagonal) entre las subpoblaciones de Gracilan'a f e m .  

Gáidar Gáldar Las Palmas Las Palmas 
Esporofitos. Gametofitos Esporofitos Gametofitos 

Gáldar Esporofitos. 

Gáldar Garnetofitos. 

L. Palmas Esporofitos. 0.999 

L. Palmas Gametofitos. 0.983 

m 

Distancia genética media dentro de la especie. D = 0.010 f 0.009. - m 

Distancia genética media entre las subpoblaciones esporofíticas. D = 0.010 O 

Distancia genética media entre las subpoblaciones gametofíticas. D = 0.020 - 
0 

m 

Distancia genética media entre esporofitos y gametofitos. D = 0.010 + 0.009 E 

O 

n 

TABLA 6.28. Distancia genética de Rogers (l972), (sobre la diagonal) y similitud 
n 

genCtica (debajo de la diagonal) entre las subpoblaciones de GrdZaria ferox. 3 O 

Gáldar Gáidar Las Palmas Las Palmas 
Esporofitos Gametofitos Esporofitos Gametofitos 

Gáldar Esporofitos. 0.011 0.01 1 
, \ 0.000 o. 037 

Gáldar Gametofitos. 0.989 O. 033 

L. Palmas Esporofitos. 0.989 0.033 

L. Palmas Gametofitos. 0.963 0.967 0.967 

Distancia genética media dentro de la especie. DR = 0.021 + 0.015 
Distancia genética media entre las subpoblaciones esporofíticas. DR = 0.01 1 
Distancia genética media entre las subpoblaciones gametofíticas. DR = 0.033 
Distancia genética media entre esporofítos y gametofitos. DR = 0.020 f 0.015 



6.9.- D i i c i a  e identidad genética - entre especies. 
En la Tabla 6.29 se muestran los valores de distancia genética según 

Nei (1972) entre las subpoblaciones esporofíticas y gametofíticas de las 

especies analizadas. No se encontraron diferencias significativas entre las 

distancias medias entre las subpoblaciones garnetofíticas de las diferentes 

especies y las distancias genéticas entre las subpoblaciones esporofíticas. Por 

ejemplo, los valores de distancias genéticas de Nei entre las subpoblaciones 

de Gelidiwn arbuscula y Gelidiwn canariensis fueron muy similares entre sí (D 

= 0.193, entre esporofitos), (D = 0.205, entre esporofitos y gametofitos) y (D 

= 0.211, entre gametofitos). Esta similitud también se apreció entre las 

subpoblaciones de Gelidiwn arbuscula y Gracilaria ferox (Tabla 6.29). 

Tampxo o encgnt_ru_r^n difeoncixs sigr,ific~tivas d r&im esbs mismas 
,, 
D 

comparaciones empleando la distancia genética de Rogers (Tabla 6.30). - = a 
En la Tabla 6.3 1 se describen los valores de distancias genéticas media - - 

0 
m 

de Nei entre todas las subpoblaciones de las tres especies. Asimismo se E 

O 

muestra la distancia media dentro de cada especie. u 

E - 
La distancia genética media entre las dos especies de Gelidiwn fue 

a A 
n 

de 0.163 mientras que entre Gelidium arbuscula y Gracilaria ferox y entre u 
0 

Gelidiwn canariensis y Gracilaria ferox fue de 0.893 y 0.875 respectivamente. 5 

Los valores de la distancia de Rogers entre especies se describen en 

la Tabla 6.32. La distancia media entre ambas especies de Gelidiwn fue de 

0.203, mientras que entre Gelidium arbuscula y Gracilaria ferox y entre 
&li&sín, cGl",a,+emi3 y ~r'Qc~~ü,~aJfer"ox fü2 de 0.628 y 0.61 8 resFii"amenie. 



TABLA6.29.Distanc:ia genética media de Nei (1972), (sobre 1;a diagonal) e identidad genética media (debajo de la diagonal) de todas 
las subpoblaciones giametofíticas y esporofíticas entre las tres especies analizadas, Desviación tipica entre paréntesis. 

Esporofitos 
Gelidiwn canariensis. 

Gametofitos 

Esporofitos 
Gelidiwn arbuscula. 

Gametofitos 

Gelidium canariensis. Gelidiwn arbuscula. Gracilaria ferox. 

Esporo- Gameto- Esporo- Gameto- Esporo- Gameto- 
fitos. fitos. fitos. fitos. fitos. fitos. 

O. 140 O. 164 O. 878 O. 873 
(O. 003) (O. 003) (O. o1 4) (O. 02 7)  

O. 185 O. 873 
(O. 046) (O. 02 7) 

\ 

0.869 O. 890 0.893 
(O. o1 2) 

O. 849 0.831 O. 895 
(O. 007) 

Esporofitos 0.416 0.41 1 
Gracilaria ferox. 

Gametofitos 0.417 0.417 0.409 0.408 
\ 
\ 



TABLA6.30. Distancia genética media de Rogers (1972), (sobre la diagonal) y similitud genética (debajo de la diagonal) de todas las 
subpoblaciones gamcetofíticas y esporofíticas entre las tres especies analizadas. Desviación típica entre 

Esporofitos 
Gelidium canariensis,. 

Gametofitos 

Esporofitos 
Gelidium arbmcula. 

Gametofitos 

Gracilaria ferox. 
Esporofitos 

Gametofitos 

Gelidium canariensis. Gelidium arbuscula. Gracilaria feroa. 

Esporo- Gameto- Esporo- Gameto- Esporo- Gameto- 
fitos. fitos. fitos. fitos. fitos. fitos. 

\ 
0.193 0.205 0.619 0.619 
(O. 01 8) (0.023) (0. m) (O. O1 1) 

\ 
0.21 1 0.617 
(O. 032) (0. O1 O) 

O. 807 0.625 O. 628 
(O. 008) 

0.795 0.789 0.631 
(O. 003) 

0.381 O. 375 

0.381 0.383 0.372 0.369 \ 



TABLA 6.31. Distancia genética media de Nei (1972), (sobre la diagonal) e 
identidad genética media (debajo de la diagonal) entre las tres especies 
analizadas. (Desviación típica entre parkntesis) . 

1 G. canariensis. G. arbuscula. Gr. ferox. 

G. canariensis. 

G. arbuscula. 

Gr. ferox. 
m 
D 

E 

TABLA6.32.Distancia genética media de Rogers (1972), (sobre la diagonal) a 

y similitud genética media (debajo de la diagonal) entre las tres especies n n 

analizadas. (Desviación típica entre paréntesis). 
3 
O 

G. canariensis. G. arbuscula. Gr. ferox. 

G. canariensis. 0.203 0.618 
(O. 007) (O. 001) 

G. arbuscula. 0.797 0.628 
(O. 002) 

Gr. ferox. 0.382 0.372 



6.10.- Tiempos de divergencia evolutivo. 
El tiempo de divergencia evolutivo entre las subpoblaciones de 

Gelidium arburcula, (Tabla 6.33) vari6 de 45.000 años (entre las sub- 

poblaciones de Pto. Cruz) a 235 .O00 años entre las subpoblaciones gametofí- 

ticas de Pto. Cruz y la subpoblación esporofítica de Gáldar. El tiempo de 

divergencia medio entre todas las subpoblaciones fue de l42.OOO años, siendo 

entre las subpoblaciones de la isla de Gran Canaria de 138.000 años. 

En Gelidiwn canariensis la divergencia entre las subpoblaciones varió 

entre 15 .O00 años entre ambas subpoblaciones de Pto. Cruz y la subpoblación 

esporofítica de Gáldar a 195.000 años entre las subpoblaciones gametofíticas 

de Gáldar y Agaete (Tabla 6.34). La media entre las subpoblaciones de Gran 

Canaria fue de 144.000 años. 

En Gracilaria ferox las divergencias variaron desde la inexistencia de 

divergencia (entre las subpoblaciones esporofítica de Las Palmas y gametofí- 

tica de Gáldar) a 102.000 años entre la subpoblaciones gametofítica y 

esporofítica de Las Palmas y ambas subpoblaciones gametofíticas de Las 

Palmas y Gáldar (Tabla 6.35). La media de divergencia entre todas las 

subpoblaciones de Gracilaria ferox fue de 49.000 años. 

Los valores medios de divergencia evolutiva entre todas las especies, 

se muestran en la Tabla 6.36.h media entre ambas especies de Gelidium se 

estimó en aproximadamente 815 .O00 años. La divergencia entre Gracilana 

ferox y las dos especies de Gelidium fue muy similar, estimándose en 

aprnximadam~nte ciiatr9 mi!!nnes y medie de aos. 



TABLA 6.33. Tiempos de divergencia evolutiva (en millones de años) entre las subpoblaciones de Gelidium arbwrculo, obtenidos a 
partir de la distancia genetica de Nei (1972), suponiendo una tasa evolutiva constante (o = lo-'). [t (años) = 5 x lo6 x DI. 

Gáldar Esporofitos. 

Gáldar Gametofitos. 

Agaete Esporofitos. 

Agaete Gametofitos. 

Pto. Cruz Esporofito;s. 

Gáldar Agaete Agaete Pto. Cruz Pto. Cruz 
Gametofitos Ekporofitos Gametofitos Esporofitos Gametofitos 

Tiempo de divergencia medio entre todas las subpoblaciones (t = 0.142; + 0.060) 
Tiempo de divergencia medio entre las poblaciones de Gran Canaria. (t = 0.138 f 0.026) 
Tiempo de divergencia medio entre las poblaciones de Agaete: y Pto. Ciuz. (t = 0.135 + 0.024) 
Tiempo de divergencia medio entre las poblaciones de Gáidar y Pto. Cruz. (t = 0.21 1 f 0.020) 



TABLA6.34. Tiempos de divergencia evolutiva (en millones de años) entre las subpoblaciones de Gelídium cmtnemis, obtenidos a 
partir de la distancia genética de Nei (1972), suponiendo una tasa evollutiva constante (a = [t (años) = 5 x lo6 x DI. 

Gáldar Agaete! Agaete Pto. Cruz Pto. Cmz 
Gametofitos Esporofitos Gametofitos Esporofitos Gametofitos 

Gáldar Esporofitos O. 090 

GAldar Gametofitos 

Agaete Esporofitos 

Agaete Gametofitos 

Pto. Cruz Esporofitos 

Tiempo de divergencia medio entre todas las subpoblaciones (t = 0.084 f 0.057) 
Tiempo de divergencia medio entre las poblaciones de Gran Canaria. (t = 0.144 + 0.062) 
Tiempo de divergencia medio entre las poblaciones de Agaete: y Pto. Cruz. (t = 0.085 If: 0.043) 
Tiempo de divergencia medio entre las poblaciones de Gáldar y Pto. Cruz. (t = 0.051 + 0.037) 
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TABLA 6.35. Tiempos de divergencia evolutiva (en millones de años) entre las 
subpoblaciones de Gracircuia ferox, obtenidos a partir de la distancia genética 
de Nei (1972), suponiendo una tasa evolutiva constante (a = [t (años) = 
5 x lo6 x DI. 

Galdar Las Palmas Las Palmas 
Gametofitos Esporofitos Gametofitos 

Galdar Esporofitos. 0.005 0.005 0.088 

Galdar Gametofitos. 0.000 O. 102 

Las Palmas Esporofitos. O. 102 

- 
= m 

Tiempo medio divergencia entre las subpoblaciones (t = 0.049 + 0.046). 
O 

- 
0 m 

TABLA 6.36. Tiempos de divergencia evolutiva (en millones de años) entre las 
tres especies analizadas obtenidos a partir de la distancia genética de Nei 
(1972), suponiendo una tasa evolutiva constante (a = 10-3. [t (años) = 5 x 
lo6 x DI. 

G. canariensis. G. arbuscula. Gr. ferox. 

Gelidium canariensis. 0.088 0.815 4.380 
(O. 046) (O. 092) (O. 009) 

Gelidium arbuscula. 

Gracilaria ferox. 

O. 140 4.450 
(O. m) (O. 09) 

0.037 
(O. 045) 



6.11.- Relaciones filogenéticas entre subpoblaciones. 
A partir de los valores de distancias genéticas de Nei y 

Rogers, se construyeron para cada especie los dendrogramas UPGMA 

expuestos en las Figuras 6.2,6.3,6.4,6.5,6.6 y 6.7. Como se observa en ellos, 

con las dos distancias genéticas empleadas se obtienen los mismos resultados 

en Gelidium cananensis y Gracilana ferox pero no así en Gelidium arbuscula. 

En cada población de Gelidium arbuscula, empleando la distancia de 

Nei, ambos estados reproductivos están más relacionados genéticamente entre 

sí (Figura 6.2), mientras que empleando la distancia de Rogers los garneto- 

fitos de las tres subpoblaciones, independientemente de la situación 

geográfica, están genéticamente más relacionados entre sí, quedando las tres 

sub_poblaciones e~~porofíticas más alejadar en e! Yendr~grzrnu (E:igü.-, 6.3). 

En Gelidium canariensis se obtuvieron los mismos resultados con las 

dos distancias (Figura 6.4 y 6.5). Las subpoblaciones en el dendrograma están 

más relacionadas por su situación geográfica que por su estado reproductor, 

excepto en la población de Gáldar, donde la subpoblación esporofítica y 

gametofítica están muy alejadas una de la otra. Son, de hecho, las dos 

subpoblaciones más alejadas dentro de la especie. 

En Gracilaria ferox las subpoblaciones más cercanas entre sí son las 

más alejadas geográficamente (Figura 6.6 y 6.7). 



FIGURA 6.2. Dendrolgrama UPGMA empleando las distancias genéticas de Nei (1972) para las poblaciones de Gelidi~m arbuscula. 
E = Esporofitos. G := Gametofitos. D = Distancia genética dle Nei. 

Pto. 

Pto. 

Cruz 

Cruz 

Agaete E. 

Agaete G. 

Gáldar E. 

Gáldar G .  



FIGURA 6.3. Dendrograma UPGMA empleando las distancisis genéticais de Rogers (1972) para las poblaciones de Ge1id.m urbuscuúz.. 
E = Esporofitos. G = Gametofitos. DR = Distancia genética de Rogers. 

Agaete G. 

Pto. Cruz 

Gáldar G. 

Gáldar E. 

Agaete E.  

Pto. Cruz 



FIGURA 6.4. Dendrograma UPGMA empleando las distancias genéticas de Nei (1972) para las poblaciones de tSeIídí14n densis. 
E = Esporofitos. G = ~ametofitos. D = Distancia genktica ¿le Nei. 

Gáldar E. 

1 
Pto. Cruz G. - 

Pto. Cruz E. - 

Agaete E. 

Agaete G. 

Gáldar G. - J 



FIGURA 6.5. Dendrograma UPGMA empleando las distancias geneticas de Rogers (1972) para las poblaciones de GeIidium 
canariensis. E = Esporofitos. G = Gametofitos. DR = Distancia genetica de Rogers. 

Gáldar E.  

1 
Pto. Cruz G. - - 
Pto. Cruz E. - I 

Agaete E. 

I 
Agaete G. -- 

Gáldar G .  - 



FIGURA 6.6. Dendrograma UPGMA empleando las distancias genbticas de Nei (1972) para las poblaciones de Gracilan'a fe=. 
E = Esporofitos. G = Gametofitos. D = Distancia genética (de Nei. 

Gáldar G. 

Las Palmas 

Gáldar E. 

Las Palmas 



FIGURA 6.7. Dendrograma UPGMA empleando las distancias genéticas de Rogers (1972) para las poblaciones de GrdIana femx. 
E = Esporofitos. G = Gametofitos. DR = Distancia genCtica de Rogers. 

G á l d a r  G. 

L a s  Palmas E. 

Gáldar E. 

L a s  Palmas G. 
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6.12.- Merenciación genética entre las subpblaciones. 

6.12.1.- INDICES DE F'IJACION DE WRIGHT. 

En Gracilaria ferox no se pudo realizar el cálculo de los índices de 

fijación debido a que la heterwigosidad esperada en 3 de las 4 subpoblacio- 

nes analizadas fue cero. 

La Tabla 6.37 muestra los índices de fijación FIs de cada locus 

polimórfico (GDH- 1 y DIA-2) en cada subpoblación esporofítica analizada 

de Gelidium arbuscula. En ambos loci (excepto DIA-2 de Agaete) F,, fue 

menor que cero, lo cual también se reflejó al analizar conjuntamente ambos 

loci en cada población (FIs = -0.841 en Gáldar y -0.631 en Pto. Cruz). Este 

vdcr fiegz~vc, qgy ~ f i  excese he:erwig&deos ~ ~ s ~ ~ ~ a ~ u s  i e s p ~ i ü  ,, 

a los esperados en el equilibrio de Hardy-Weinberg, también se observó al - 
a 

calcular la media de FIs en cada locus entre todas las subpoblaciones (Tabla - o 
m 
E 

6.39). (F,, = -0.718 en GDH-1 y -0.332 en DIA-2, con una media global de 
O 

-0.525. u 

E 

En Gelidium canariensis FIs varió desde 1 (en PGI-3 de Gáldar), (lo a 

cual indica un exceso de homocigóticos observados respecto a los esperados 
u 
u 

en el equilibrio de Hardy-Weinberg) a -0.333 en EST-2 de Agaete (ligero 5 

exceso de heterocigóticos observados), (Tabla 6.3 8). Por poblaciones, 

analizando todos los loci, los valores oscilaron entre 0.91 8 en Gáidar, a 0.080 

de Agaete, siendo en las tres subpoblaciones mayor que cero (Tabla 6.38). Es 

decir, eli iodas las subyü"uiacioñes andizadas hubo en ios ioci poiimórficos un 

exceso de homocigóticos observados respecto a los esperados. 

El análisis de FIs por locus, analizando todas las subpoblaciones, 

también dio valores mayores que cero, variando desde 0.202en EST-2 a 0.644 

en PGI-3, siendo la media global de F,, = 0.452, (Tabla 6.40). 

La diferenciación genética entre las subpoblaciones de Gelidium 

arbuscula (F,,) y el índice de fijación total, tomando la especie como una s61a 

unidad reproductiva (F,, ), se muestra para cada locus polimórfico en la 

Tabla 6.39. La diferenciación genética entre las subpoblaciones gametofíticas 

(FsT (G))  sólo se pudo calcular en GDH-1 y DIA-2. Sus valores fueron de 

0.120 y 0.548 respectivamente, existiendo en ambos, una desviación significati- 



TABLA6.37. Valores obtenidos del índice de fuación FIS de cada locus 
polimórfico analizado en las subpoblaciones esporofíticas de Gelidim 
arbmclJa. El guión (---) indica que no se pudo calcular el índice debido a 
que la heterocigosidad esperada para dicho locus fue cero. 

Poblacidn. Gáldar. Agaete. Pto. Cruz. 

Locus. 

GDH- 1 

DIA-2 

Media. 

m 

E 

O 

n 

TABLA6.38. Valores obtenidos del índice de fijación F I s  de cada locus a E 

polimórfico analizado en las subpoblaciones esporofíticas de Gelidium 
n 

canariensis. El guión indica que no se pudo calcular el índice debido a que n 
n 

la heterocigosidad esperada para dicho locus fue cero. 3 
O 

Poblacibn. Gáldar . Agaete. Pto. Cruz. 

T ~ r u  r -- - -. 

EST-2 

DIA-2 

PGI-3 

Media 
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TABLA 6.39. Valores de los índices de fijación de Wright detectados en Gelidim 
arbuscuia entre todas las subpoblaciones. El guión indica que el locus dado fue 
invariable. E = Subpoblaciones esporofíticas. G = Subpoblaciones gametofíticas. 

PGI-3 0.048*** ----- 0.060*** ----- 

EST-2 ----- 0.061*** ----- 0.264*** ----- 

. GDH-1 - 0.718 0.227*** O. 120* 0.229*** - 0.512*** 

ALP- 1 ----- 0.062*** ----- 0.076** 

MDH- 1 ----- O. 117'** ----- 0.200*** ----- 

MDx-3 U. 11 f** ..---- o. 144*** ---m- m 
D 

- 

DIA-2 - 0.332 O. 404*** 0.548*** 0.489*** O. 398*** m 

= 
O 

- 
Media. -0.52f** 0.14ít** 0.33d** 0.210'** - 0.05?** - 

0 m 

n 

3 
O 

TABLA 6.40. Valores de los índices de f~ación de Wright detectados en GeZidium 
canarienris entre todas las subpoblaciones. El guión indica que el locus dado fue 
invariable. E = Subpoblaciones esporofíticas. G = Subpoblaciones gametofíticas. 

Zndice. F I  S FST (E) FST (G) FST @m F I T  

Locus. 

EST-2 0.202 0.212*** 0,4&** O. ?&** ~ . 5 7  J** 

DIA-2 0.511 0.000 0.247*** O. 112*** 0.632*** 

PGI-3 O. 644 0.084*** 0.38$** 0.286** 0.781*** 

ALP- 1 ----- 0.020 ----- 0.025 ----- 

MDH- 1 -m--- O. 049** ----- O. 068*** ----- 

Media O. 452 O. 07f** 0.366** 0.16?** 0.662*** 



va respecto a cero. Esta desviación fue detectada también en todos los loci 

polimórficos al analizar todas las subpoblaciones independientemente de su 

ploidía. Los valores oscilaron entre 0.489en DIA-2 a 0.060en PGI-3, con una 

media global de 0.210. En todos los casos hubo una desviación muy 

significativa respecto a cero. La diferenciación genética entre las subpoblacio- 

nes diploides (FsT (E)) osciló entre 0.404 en DIA-2 a 0.048 en PGI-3. En 

todos los loci analizados y en la media global, FST fue estadísticamente 

significativo (Tabla 6.39). 

FIT sólo se pudo calcular en GDH-1 y DIA-2. En el primer locus se 

obtuvo un valor de -0.512, mientras que en EST-2 fue de 0.398. La media 

global de la especie fue de -0.057, lo que indica un ligero exceso de 

heterocigóticos en esta esApecie. En todos los casos hubo diferencias 

significativas (Tabla 6.39). 

En Gelidium canariensis, la diferenciación genética entre las 

subpoblaciones diploides (FsT (E)) fue menor para todos los loci polimórficos 

que entre las subpoblaciones haploides (FsT (G)) (Tabla 6.40). FsT (G) no se 

pudo calcular en los loci ALP- 1 y MDH- 1 por no ser polimórficos. La media 

de Fs, entre las subpoblaciones diploides fue de 0.073,entre las subpoblacio- 

nes haploides fue de 0.366, mientras que entre todas las subpoblaciones (FsT 

(EIG)) fue de O. 167 (Tabla 6.40). Todos los valores de FsT (G) y (FsT (WG)) 

en los loci polimórficos analizados se desviaron significativamente de cero. 

Por el contrario, entre las subpoblaciones diploides no se detectó desviación 

~igf i i f ica t ;~~ & C P ~ G  efi DI'4-2 y A o - 1 ,  si~,fidc e! s q g i ~ i ~  g!=b$ & t=d=~ 

loci estadísticamente significativo (Tabla 6.40). 

FIT en cada locus polimórfico y la media entre estos también se 

desviaron significativamente de las condiciones de panmixia (Tabla 6.40). En 

todos los casos FIT fue positivo, lo que indica una deficiencia de heterocigóti- 

cos en la especie. 
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6.12.2.- INDICES DE DIVERSIDAD GENETICA DE NEI. 

La Tabla 6.41 resume los valores de diversidad genética obtenidos 

entre las subpoblaciones de Gelidiwn canariensis. Los resultados se presentan 

según la ploidía de las subpoblaciones analizadas. Destacar que los valores 

de Gs, equivalen a FsT de Wnght. 

Los valores de diversidad genética entre las subpoblaciones de 

Gelidiwn arbuscula y Gracilaria ferox se describen en las Tablas 6.42 y 6.43 

respectivamente. 

En ambas especies de Gelidiwn todos los parámetros de diversidad 

genética según Nei (1977) fueron superiores en las subpoblaciones haploides 

que en las subpoblaciones diploides (Tabla 6.41 y 6.42). 

En Gelidium canariensis? la diversidad total media ( H i )  en 12s 

subpoblaciones haploides fue de 0.375, mientras que en las subpoblaciones 

diploides fue de 0.245 (Tabla 6.41). En Gelidiwn arbuscula, H ,  en las 

subpoblaciones haploides fue de 0.383 mientras que en las subpoblaciones 

diploides fue de 0.277 (Tabla 6.42). 

En las subpoblaciones haploides de Gracilaria ferox s6l0 se pudo 

calcular los parámetros de diversidad para PGI-3, siendo H, para este locus n 

de 0.420 (Tabla 6.43). En las subpoblaciones diploides, HT fue mucho menor 3 O 

(HT = 0.090). 



TABLA 6.41. Diversidad genética (según Nei, 1973) obtenida en los loci 
polimórficos detectados en Gelidim canariemis. A) Subpoblaciones 
haploides. B) Subpoblaciones diploides. 

A) Subpoblaciones haploides. 

Indice. 

Locus. 

E-ST-2 

DIA-3 

PGI-3 

Media. 

B )  Subpoblaciones diploides. 

Indice. 

Locus. 

EST-2 
DIA-3 

PGI-3 

ALP- 1 

MDH-1 

Media. 
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TABLA6.42.D1versidad genetica (segrin Nei, i973j obieniaos en ios ioci 
polim6rficos detectados en Gekiiium arbuscula. A) Subpoblaciones 
haploides. B) Subpoblaciones diploides. 

A) Subpoblaciones haploides. 

Indice. 

Locus. 

GDH-1 

DIA-2 

Media. 

B) Subpoblaciones diploides. 

Indice. 

Locus. 

PGI-3 

EST-2 

GDH- 1 

ALP- 1 

MDH- 1 

MDH-3 

DIA-2 

Media. 



A) Subpoblaciones haploides. 

Indice. 

Locus. 

B) Subpoblaciones diploides. 

Indice. 

Locus. 

EST-3 

PGI-3 

Media. 





7.1.- Discusión. 
La escasa literatura sobre variabilidad genética de las poblaciones de 

macroalgas marinas y la inexistencia de datos isoenzimáticos en los genéros 

Gelidiwn y Gracilaria, limitan considerablemente la comparación y discusión 

de los resultados obtenidos. 

7.1.1 .-INDIVIDUOS ANALIZADOS. 

El número total de individuos analizados en las subpoblaciones 

gametofíticas de Gelidiwn arbuscula y G. canariensis (Tablas 6.2,6.3) y de las 

subpoblaciones esporofíticas de Gracilaria ferox (Tabla 6.4)  podría con- 

siderarse insuficiente, y por tanto dar lugar a una estima errónea del grado 

de heterocigosidad y variabilidad genética de estar ruhpoblacion~r. Nn 

obstante, Nei y Roychoudhury (1974) y Gorman y Renzi (1979) han 

demostrado que este error está más condicionado por el número de loci 

analizados que por el tamaño muestral. Asimismo, la estima de la distancia 

genética de Nei es relativamente independiente del tamaño muestral, 

aumentando el error al disminuir el número de loci muestreado. Gorman y 

Renzi (1979) demostraron que en una población con un tamaño muestral de 

8 a 12 individuos existía un error del 1% en la medida de la heterocigosidad 

en comparación con una población de un tamaño muestral mucho más 

grande. 

Todos los loci analizados en las subpoblaciones esporofíticas de 

& ! i & ~ q  g r b ~ c g l g  (T&!a 6-21 y &&&uq ,r=~=n'eln,.ij (T&!a 6.3) y las 

subpoblaciones gametofíticas de Gracilaria ferox (Tabla 6.4) poseen un 

tamaño muestral superior a 12 individuos, mientras que el número de 

individuos analizados en las subpoblaciones gametofíticas de ambas especies 

de Gelidium nunca fue inferior a 1 1 (Tablas 6.2,6.3). Por otro lado, nuestros 

resultados constituyen el mayor número de loci analizados en macroalgas 

marinas mediante electroforesis isoenzimática (Tablas 6.1, 4.1). Por tanto, 

podemos considerar que los resultados obtenidos en estas subpoblaciones son 

suficientemente significativos. 

El bajo número de esporofitos detectados en las poblaciones de 

Gracilaria ferox podría hacer considerar erróneo el grado de diversidad 
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genética en estas subpoblaciones ya que los individuos identificados como 

heterocigóticos en sólo uno de los loci no se incluyeron en el cómputo global, 

generando, por tanto, una reducción artificial del grado de heterocigosidad 

de las subpoblaciones. No obstante, la magnitud en la reducción del grado de 

heterocigosis está compensada por la no inclusión en el cómputo global de 

los esporofitos homocigóticos, lo cual haría disminuir, aún más, el grado de 

polimorfismo. 

El motivo fundamental del relativamente escaso número de 

gametofitos analizados en Gelidium arbuscula y Gelidium camriensis, y 

esporofitos de Gracilaria ferox se debe a la menor representación de estas 

fases en las poblaciones naturales, y a la dificultad de distinguir las fases en 

estas especies en ausencia de estructuras reproductoras. Sin embargo; nuestro 

estudio ha puesto de manifiesto, por vez primera, la posibilidad de detectar 

mediante electroforesis isoenzimática, la fase del ciclo biológico de especies 

isomórficas, eliminando, por tanto, la necesidad de que las plantas muestren 

estructuras reproductoras para su identificación. 

7.2.- Loci y enzimas analizadas. 

Ficoeritrina. (Fe). 

Sólo se identificó un locus de ficoeritrina, fijado para todas las 

subpoblaciones de las tres especies analizadas (Figura 6. ld, Tabla 6.1). Estos 

resu!tzides ceincidr:: c m  !m detectados en xDíx~?iyru yesoe~zk ( ? v l i . ~ i ~  et d., 

1979; Fujio et al., 1985, 1987), y difiere de los resultados obtenidos por 

Lindstrom y South (1989), quienes detectaron dos loci en seis especies de 

Palmariaceae. 

Fosfatasa alcalina. (ALP) . 
Nuestros resultados con ALP (Figura 6. la, Tablas 6.1,6.2,6.3) son 

similares a los descritos en Codiwn fragile por Malinowsky (1974), el cual 

también detectó un sólo locus fijado en la mayoría de las subpoblaciones para 

el alelo ALP-la. 



Cheney y Babbel (1978) describieron entre 4 a 6 loci isoenzimáticos 

para la fosfatasa ácida (ACP) en cuatro especies de Euchewna. En dos 

especies, (Euchewna isifom y E. nudum) existía variabilidad genética en dos 

de sus loci, teniendo los otros tres una expresión variable. Innes (1984) 

encontró un excesivo número de bandas isoenzimáticas para ACP en 

Enteromrpha l i ~  lo que imposibilitó la interpretación genética de las 

mismas. 

En general, las fosfatasas constituyen un grupo isoenzimático con 

sustratos inespecíficos y funciones diversas que suelen mostrar una alta 

variabilidad genética (Selander , 198Oa). Nuestros datos no coinciden con esta 

interpretación ni con los resultados obtenidos en Eucheurna y Enteromopha, 

ya que no sólo hemos detectado un sólo locus en cada es-pecie: sino que el 
m 

grado de variabilidad de este locus es bajo o nulo (Tablas 6.2,6.3). 
= 
m 
O 

- 
0 m 

Diaforasa . @U). E 
O 

En macroalgas marinas la enzima Diaforasa sólo ha sido analizada . d 

E en Pophyra yesoensis (Fujio et al., 1985; 1987). En esta especie sólo se a 

detectó un locus con 4 alelos variables según las subpoblaciones. Por el n n 

contrario, tanto en Gelidiwn arbuscula como en Gelidiwn canariensis se 
3 O 

identificaron cuatro loci (Figura 6. lb) siendo uno de ellos variable (Tablas 

6.1,6.2,6.3), mientras que en Gracilariaferox se identificaron dos loci (Figura 

6.1 b) , ambos invariables (Tabla 6.1). 

Esterasa. (EST) . 
En macroalgas marinas la enzima esterasa ha sido analizada y 

caracieiimda genéucamenie únicamente en cinco especies de Paimariaceae 

(Lindstrom y South, 1989). Estos autores detectaron un locus EST-1 con 6 

alelos diferentes en todas las especies. Por el contrario, en las tres especies 

analizadas en el presente trabajo, se identificaron 3 loci, siendo uno de ellos 

polimórfico (Figura 6.1, Tablas 6.1,6.2,6.3,6.4). EST y PGI fueron las únicas 

enzimas donde se encontraron loci polimórficos en las tres especies 

estudiadas. 
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Glutamato deshidrogenasa. (GDH) . 
La enzima GDH ha sido estudiada genéticamente en 6 especies de 

Pophyra (Miura et al., 1979; Fujio et al., 1987; Lindstrom y Cole, 1990) y en 

6 especies de Palmariacea (Lindstrom y South, 1989). En todos los casos se 

detectó un s610 locus coincidiendo plenamente con nuestros resultados en 

Gelidium arbwcula y Gelidiwn canariensis (Figura 6. le, Tabla 6.1). 

Malato deshidrogenasa. (MDH). 

La enzima MDH ha sido caracterizada genéticamente en 4 especies 

de Euchewna, en las cuales se detectaron de 2 a 3 loci siendo sólo uno 

polimórfico en las 4 especies (Cheney y Babbel, 1978). Malinowsky (1974) 

detectó 2 loci variables en las poblaciones de Codim Jti.a~i!p, m i m t ~ s  que 

Fujio et al. (1985; 1987) identificaron un s61o locus polimórfico en Porphyra 

yezoensis. Estos resultados coinciden con nuestros datos en los que se han 

detectado dos loci en ambas especies de Gelidiwn (Figura 6.1 f), siendo ambos 

polimórficos en Gelidium arburcula (Tabla 6.2) y sólo uno en Gelidium 

canariensis (Tabla 6.3). Igualmente, en Gracilana ferox se detectaron dos loci, 

ambos invariables (Figura 6. lf, Tabla 6.1). 

Fosfoglucoisomerasa. (PGI) . 
En la mayoría de las macroalgas donde se ha analizado la enzima 

PGI se ha detectado un bajo número de loci implicados en su codificación. 

Cheney y RzMd (197t4) Uet~+~mfi u:: s ~ h  b c ~ s  en 4 especies del &iieio 

Eucheuma, siendo éste invariable. Lindstrom y South (1989) también 

detectaron un sólo locus con seis alelos en 6 especies de Palmariacea, 

encontrando poiimorfismo sálo en dos de estas especies. En 6 especies de 

Porphyra (Miura et al., 1978a; Fujio et al., 1985; 1987; Lindstrom y Cole, 

1990) también se detectó un solo locus. Malinowsky (1974) detectó dos loci 

en Codium fragile, siendo ambos polimórfícos en alguna de las poblaciones 

analizadas. Por el contrario, nuestros datos describen por primera vez más de 

dos loci de PGI en macroalgas, detectándose 4 loci (uno de ellos polimórfico) 

en Gelidium canariensis y Gracilaria ferox (Figura 6. lg, Tablas 6.1,6.2,6.4) y 

3 loci (uno de ellos polimórfico) en Gelidium arbwcula (Figura 6. lg, Tablas 



Fosfoglucomutasa. (PGM) . 
En las tres especies estudiadas se detectó un solo locus invariable en 

la enzima PGM (Figura 6.1 h, Tabla 6. l), coincidiendo con los resultados 

obtenidos en Euchewna isifome y E. nudwn (Cheney y Babbel, 1978), en seis 

especies de Palmariacea (Lindstrom y South, 1989) y 3 especies de Porphyra 

(Lindstrom y Cole, 1990). También se ha descrito un ~610 locus, con un grado 

de polimorfismo muy bajo, en Enteromorpha lima ( I ~ e s  y Yarish, 1984) y 

Porphyra yezoensis (Fujio et al., 1987). En todas las especies descritas en la 

literatura, los alelos de este locus tenían elevadas movilidades electroforéticas. 

Este dato coincide igualmente con nuestros resultados, ya que la movilidad 
m 

relativa del locus PGM-1 en Gelidium arbuscula, Gelidium canariensis y 
= m 

Gracilaria ferox fue de las mayores entre todas las isoenzimas analizadas 
O 

- 
0 

(Figura 6.1 h) . m 

E 

O 

Estos resultados sugieren una gran conservación evolutiva de esta 
n 

E enzima en las Rodofitas. PGM cataliza la interconversión de glucosa- 1 -fosfato a 

en glucosa-6-fosfato, lo cual es una reacción de gran importancia fisiológica n n 

(une el metabolismo del Ciclo de Calvin con el metabolismo del almidón en 3 
O 

los cloroplastos y con el metabolismo de la sacarosa en el citosol (Gottlieb, 

1987)) y por tanto, es lógico que haya sido conservada evolutivamente. Esta 

conservación se observa igualmente en plantas vasculares donde se han 

encontrado en la mayoría de las especies dos isoenzimas para PGM, 

localizadas en compartimentos subcelulares diferentes, citosol y cloroplastos 

y codificadas por genes nucleares independientes (Gottlieb , 198 1 ; 1987). 

Superóxido dismutasa. (SOD). 

La enzima SOD ha sido estudiada electroforéticamente en un 

relativamente elevado número de especies de macroalgas Eucheuma gelidiurn, 

E. acanthocladum, E. isifome, E. nudum (Cheney y Babbel, 1978), Entero- 

morpha linza (Innes y Yarish, 1984), Codium fragile (Malinowsky, 1974) en 

seis especies de la familia Palmariaceae (Lindstrom y South, 1989), y en 
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Porphyra abbotae, P. fallax, P. kanakaensis, P. perforata. P. torta (Lindstrom y 

Cole, 1990) y P. yezoemis (Fujio et al., 1987). En todas las especies, excepto 

en Porphyra abbotae en la que se describieron dos loci, se detectó un solo 

locus, invariable en la familia Palmariaceae, en Euchewna gelidiwn, E. 

acanthocladwn y en Polphyra yezoensis, siendo polimórfico en el resto de las 

especies. Nuestros resultados difieren considerablemente de los descritos en 

la literatura, ya que por un lado detectamos 3 loci en Gracilaria ferox, y 6 loci 

en ambas especies de Gelidium (Figura 6. li), y por otro lado no se detectó 

variabilidad genética en los loci analizados en ninguna de las tres especies 

(Tabla 6.1). 

canariensis y Gracilaria ferox (Figura 2. l), cabría suponer, en condiciones 
g 

ideales, una proporción paritaria de gametofitos maculinos y femeninos en la n 

E 

población. Por otro lado, en el equilibrio de Hardy-Weinberg las frecuencias a 

n 

alélicas detectadas en los gametofitos femeninos deberían coincidir con las 
n 

frecuencias alélicas de los gametofitos masculinos, y por tanto, si existiese 
3 
O 

cruzamiento al azar de ambos gametofitos y si las condiciones de equilibrio 

de Hardy-Weinberg se cumpliesen en estas especies, las frecuencias 

genotipicas obtenidas en la fase esporofítica deberían coincidir con las 

frecuencias genotipicas esperadas al cruzarse a¡ azar ambos gametofitos. 

Por el contrario, en una población en la que sus individuos no se 

reproducen sexuaimente se espera que existan grandes desviaciones en las 

frecuencias genotipícas del equilibrio de Hardy-Weinberg , así como una 

asociación no al azar de loci, además de una diversidad genotípica más baja 

que aquellas poblaciones que se reproducen sexualmente (Black y Johnson, 

1977; Hebert y Crease, 1983; Young, 1979). 

En macroalgas marinas se han descrito desviaciones de las condicio- 

nes de Hardy-Weinberg en las frecuencias genotípicas, y se ha demostrado o 

sugerido que la reproducción asexual es la responsable de tales desviaciones 

(Innes y Yarish, 1984; Cheney y ~abbel,  1978; Malinowsky, 1974). Innes y 



Yarish (1984) detectaron grandes desviaciones en las proporciones genotípicas 

en Enteromorpha lima, con una distribución no al azar entre los loci 

analizados, resultando en una distribución multiloci que se desviaba 

significativamente de los resultados esperados de una reproducción sexual. 

Esta interpretación se vio avalada posteriormente con el descubrimiento de 

la elevada tasa de reproducción asexual que presentaba la especie en cultivo 

(Innes y Yarish, 1984). En dos especies de Euchewna, que mostraban una 

tendencia hacia una multiplicación vegetativa, Cheney y Babbel (1978) 

encontraron una deficiencia significativa de individuos heterocigóticos 

respecto a los valores esperados en el equilibrio de Hardy-Weinberg para dos 

loci de ACP. En Codiwn fragile, Malinowsky (1974) ha sugerido que la 

reproducción asexual era la causante de la Qación de heterocigóticos y 
m 

consecuentemente de las desviaciones de los genotipos esperados. Resultados D 

- 
= m 

similares se han detectado en una gran variedad de organismos con 
O 

- 
- 
0 m 

reproducción asexual (Levin y Crepet, 1973; Hebert, 1974; Hebert y Crease, E 

O 

1983; Black y Johnson, 1979; Shick y Lamb, 1977). 
n 

E Las grandes desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg - a 

2 

observadas en las frecuencias genotípicas de la mayoría de los loci polimórfi- 
n n o 

cos de los esporofitos de Gelidiwn arbuscula, (Tabla 6.14) y Gelidiwn 3 O 

canariensis (Tabla 6.15,6.16) indica la existencia de una reproducción no al 

azar en ambas especies, así como una escasa influencia de la reproducción 

sexual en su ciclo de vida. 

Aunque no re ha pnhlicado ningún tr&$n cnbre e! me~a~ismn de - --.- 

reproducción de las especies estudiadas, se ha descrito una reproducción 

mayoritariamente asexual mediante ejes rastreros a partir de individuos 

estaDieciáos en Geiiliiwn chiiensi, G. iinguiatwn (Santeiices, i989), G. 

sesquipedale (Oliveira 1989; Gorostiaga, 1990) y G. latifoliwn (Rueness y 

Fredriksen, 1989; Dixon y Irvine, 1977)). En G. sesquipedale la reproducción 

asexual llega a comprender hasta un 95% de los nuevos individuos de las 

poblaciones (Gorostiaga, 1990). También se ha descrito una reproducción 

asexual mayoritaria en Iridaea cordata (Hansen y Doyle, 1976; May, 1986); en 



VIL Discusión, Genética. 235 

Euchewna (Dawes et al., 1974); en Chondrus crispus (Craige y Pnngle, 19781, 

en Gigartina (Braga, 1990). En general la mayoría de las especies de 

Clorofitas, Feofitas y Rodofitas presentan reproducción asexual (Santelices, 

1990). La propagación vegetativa mediante rizoides se ha interpretado como 

un mecanismo conservativo de adaptación al medio, ya que los nuevos 

individuos son genéticamente idénticos a unos progenitores bien adaptados 

a unas condiciones ambientales determinadas (S tebbins y Hill, 1980; 

Santelices, 1990; Gorostiaga, 1990). La multiplicación vegetativa hace menos 

vulnerable la permanencia de la especie a la competencia por el sustrato que 

el complejo proceso de emisión, fijación y germinación de esporas. La 

estructura basa1 y la reproducción por propágulos sería consecuencia de una 

adaptación vegetativa adecuada, a expensas de 12 repr~drcción semd 

(Santelices, 1990). 

7.4.- Variabiiidad genética de las especies. 
Todos los parámetros de variabilidad genética analizados (número 

de alelos por locus, proporción de loci polimórficos y heterocigosidad) indican 

un escaso grado de variabilidad genética de las tres especies estudiadas en 

comparación con otras especies de macroalgas (Tabla 4.1). 

7.4.1.- NUMERO MEDIO DE ALELOS POR LOCUS. 

El número medio de alelos por locus (NMA) detectado en 4 especies 

de Cicheül'iiu (Chefiey y Babbei, 19781, y Pürphyru yezoemis (Miura et al., 

1979; Fujio et al., 1985), únicas especies de macroalgas en las que se han 

calculado estos parámetros (Tabla 4.1) , es superior al mayor NMA detectado 

en cualquiera de las subpoblaciones (esporofítica o gametofítica) de Gelidium 

arbuscula, Gelidium canariensis y Gracilaria ferox. Mientras en poblaciones 

salvajes de Porphyra se detectaron valores que oscilaron entre 1.50 y 1.64 

(Miura et al., 1979) y de Euchewna el NMA osciló entre 1.36 de E. isifome 

y 1.25 de E. acanthocladwn (Cheney y Babbel, 1978), el NMA en Gelidium 

arbuscula fue de 1.24 (poblaciones esporofíticas) y 1.06 (poblaciones 

gametofíticas) (Tabla 6.8), y 1.17 y 1.10 en las subpoblaciones haploides y 

diploides respectivamente de Gelidium canariensis (Tabla 6.9). En Gracilaria 



ferox el NMA fue aún más bajo (1.05 en las subpoblaciones esporofíticas y 

1.02 en las subpoblaciones gametofíticas) . 
Los datos de NMA detectados en las agarofitas estudiadas, 

contrastan aún más con el valor promedio de 1.70 descrito en plantas 

superiores (Hamrick et al., 1979). 

7.4.2.-PROPORCION DE LOCI POLIMORFICOS. 

7.4.2.1.Subpoblaciones esporofíticas. 

Empleando el criterio del 99% (criterio empleado en todos los 

trabajos de macroalgas), los valores obtenidos en las fases diploides de 

Gelidiwn arbuscula y Gelidiwn canariensis (0.2 12 y 0.173 respectivamente), 
m 

(Tablas 6.8,6.9) y en Gracilaria ferox (0.06) (Tabla 6.10) son mucho más bajos - 
m 

que los valores detectados en otras macroalgas (Tabla 4.1). En Euchewna, se 
O 

- 
0 

ha descrito un grado de polimorfismo que oscilaba entre 0.250 en E. 
m 

E 

O 

acanthocladum a 0.364 en E. isifome (Cheney y Babbel, 1978). En Codiurn 
n 

E fiagile (Malinowsky, 1974) se han descrito valores de 0.31 y 0.32 según las a 

poblaciones. El rango de polimorfismo detectado en plantas superiores oscila 
n n n 

entre 0.20 y 0.60 (Gottlieb, 1971; Selander, 1980). Hamrick et al. (1979) 3 O 

encontraron una media de polimorfismo de 0.368 en más de 100 plantas 

vasculares de diversa procedencia, y Gottlieb (1981) encontró una media de 

0.183 en especies autofecundantes y 0.510 en las especies con reproducción 

cnclda. 

7.4.2.2.Subpoblaciones gametofíticas. 

¿os vaiores medios de poiimorrísmo en ias subpobiaciones (0.06 en 

Gelidiwn arbuscula, Tabla 6.8,0.087 en Gelidiwn canariensis, Tabla 6.9, y 

0.030 en Gracilaria ferox, Tabla 6.10) son incluso más bajos que los valores 

descritos en otras especies de macroalgas marinas. En Porphyra yezoensis el 

polimorfismo osciló, según las poblaciones, entre 0.333 y 0.583 (Miura et al., 

1979; Fujio et al., 1985; 1987), lo cual indica que las fases haploides de 

Porphyra pueden tener un grado de polimorfismo incluso, más elevado que 

fases diploides (Tabla 4.1). 
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7.4.3.-HETEROCIGOSIDAD OBSERVADA. 

La heterocigosidad media observada (Ho) en las subpoblaciones 

diploides (0.075 en Gelidim arbuscula, Tabla 6.11, 0.038 en Gelidiwn 

canariensis, Tabla 6.12 y 0.01 1 en Gracilan'a ferox, Tabla 6.13) es inferior al 

valor 0.271 detectado en la única especie en la que se ha analizado Ho, 

(Codim fragile) (Tabla 4.1). Los valores descritos en Codiwn fragile oscilaron 

entre 0.429 y 0.147 según las poblaciones, lo que significa una heterocigosidad 

observada casi 4 veces superior a la detectada en Gelidiwn arbuscula, 7 veces 

superior a la detectada en Gelidiwn canariensis y algo más de 25 veces a la 

detectada en Gracilaria ferox. Hay que destacar que en C.fragile se encontró, 

en los cuatro loci polimórficos detectados, que todos los individuos analizados 

eran heterocigóticos fijados. 
m 

En plantas superiores se han detectado valores de Ho más bajos. En 
= m 
O 

helechos la heterocigosidad observada media en tres especies fue de 0.121, 
- e 
m 

(Soltis y Soltis, 1987), mientras que en árboles forestales Ho varió entre 0.123 E 

O 

y 0.161 (Guries y Ledig , 1982). En general, la Ho en plantas oscila entre 0.050 g n 
E 

y 0.250 (Gottlieb, 1981). En comparación con las plantas terrestres, la a 

heterocigosidad observada en las tres agarofitas analizadas en el presente n n 

estudio constituyen valores considerablemente bajos. 3 O 

7.4.4.-HETEROCIGOSIDAD ESPERADA. 

7.0.0.1.-$Ubpcb!acicnu wp-ofitim. 

La media de Heterocigosidad esperada, (He) detectada en las 

subpoblaciones esporofíticas de las 3 especies analizadas (He = 0.01 8,0.029 

y O.Oí4, en Geízdzwn arbuscula, Gelidiwn canademis y Gracilana ferox 

respectivamente) (Tablas 6.11,6.12,6.13) es también muy baja, en compara- 

ción con los valores detectados en otras macroalgas marinas. En Codiwn 

fragile (Malinowsky, 1974) se ha encontrado un valor medio de He de 0.150 

(Tabla 4.1) 10 que equivale a una heterocigosidad esperada de 5 a 8 veces 

superior que la detectada en las especies estudiadas en el presente estudio. 

En cualquier caso, los valores encontrados en las tres agarófitas 

estudiadas están más cercanos a los existentes en plantas superiores 



- 

autofecundantes (He = 0.033) que en plantas con reproducción cruzada (He 

= 0.086) (Gottlieb, 1981; Hamrick, 1979). 

7.4.4.2.Subpoblaciones gametofíticas. 

La heterocigosidad esperada (o diversidad génica) en las sub- 

poblaciones haploides (0.070 en Gelidiwn arbuscula (Tabla 6.11); 0.048 en 

Gelidium canariensis (Tabla 6.12) y 0.010 en Gracilaria ferox (Tabla 6.13) 

dieron también valores más bajos que los encontrados en Porphyra yezoenris 

(0.127 y 0.197), (Fujio et al.,  1985; 1987) (Tabla 4.1). 

7 5 -  Ca-c de la escasca variabilidad genética. 
La existencia de una escasa diversidad genética en las poblaciones 

naturales es debida principalmente, según Soltis y Soltis (1987), a: 

1. - Cruzamientos no al azar. 

2. - Mutación. 

3. - Selección. 

4.- Deriva genética. 

5.- Escaso flujo genético entre las poblaciones. 

De estas causas, el sistema de cruzamiento se ha descrito como el 
fZctGr que m& prGfUr,&men+d 1: e~,,cüe&iz gsii&;iM de poxz&i 

(Baur y Klemm, 1989). 

La escasa diversidad genética existente en las poblaciones de las tres 

especies analizadas, podría ser debido a una reproducción asexual mayoritaria 

combinada con procesos de mutación, selección o deriva genética. La 

reproducción asexual sería la responsable del mantenimiento de las 

frecuencias alélicas y genotípicas de una generación a otra a partir de los 

clones genotípicos existentes en la población, ya que la asexualidad per se no 

afecta las frecuencias alélicas y genotípicas. En ausencia de segregación y 

recombinación, la reproducción asexual mantendría los efectos ocasionados 
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por la selección y la deriva genética, aunque en combinación con estos 

factores la reproducción asexual produciría una reducción de la diversidad 

genética (Hebert, 1974; Black y Johnson, 1979). 

Aunque no podemos descartar un efecto de la mutación en las tres 

especies analizadas en este trabajo, parece improbable que la mutación haya 

producido una elevada tasa de fijación alélica en los mismos loci en todas las 

poblaciones de las tres especies analizadas. 

Para poder estudiar la influencia de la selección y la deriva genética 

es necesario conocer previamente la estructura y biología de las poblaciones, 

aspectos poco conocidos en Gelidium arbuscula, Gelidium ca~riensis  y 

Gracilaria ferox. No obstante se sabe que otras especies del mismo género son 

perennes, estables y hien adaptadar a lis cnndicinnes mhientdss, regexmm- 

do anualmente nuevos individuos por brotación de los rizoides emitidos por 

los individuos ya establecidos (Santelices, 1989; Oliveira, 1989; Pinheiro y 

Bezerra, 1980; Hoffman y Carnus, 1989; Amsler y Searles, 1980; Gorostiaga, 

1990; Silverthorne, 1977; Hoyle, 1978). Si extrapolamos estos datos a las 

especies estudiadas en el presente trabajo, resulta muy improbable que la 

escasa variabilidad genética detectada en las poblaciones, sea debida a un 

proceso reciente de cuello de botella. Por otro lado, al ser poblaciones 

localizadas en islas, es probable que haya existido un fenómeno de deriva por 

efecto fundador, explicándose la alta proporción de loci fijados en todas las 

poblaciones y su escasa variabilidad genética. El efecto de la deriva genética 

p r  efect~ f~mYzd~?r se ha cdcdadc e:: u:: 65% sobre !a idüeei6ii de la 

heterocigosidad (Nei et al., 1975), produciendo igualmente una reducción 

considerable del número de alelos por locus (Sytsma y Schaal, 1985) como 

hemos detectado en nuestras especies (Tabla 6.8,6.9 y 6.10). En nuestro caso, 

cabría pensar que las especies, una vez establecidas a partir de un bajo 

número de individuos, son perennes y se reproducen mayoritariamente por 

vía asexual. Si la inmigración por fragmentos libres o esporas fuese baja, tal 

como sucede en otras especies de Gelidium, aumentda el aislamiento 

genético entre las poblaciones disminuyendo aún más la escasa variabilidad 

genética debido al efecto fundador. 



El efecto fundador explicaría el escaso número de alelos por locus 

detectados en la mayoría de las poblaciones de las tres especies estudiadas 

y la baja diversidad genética, así como la gran fijación de alelos en las 

poblaciones (Tablas 6.8, 6.9). Posiblemente el número de garnetofitos 

colonizadores fue menor que el número de esporofitos, lo que explicaría la 

menor variabilidad genetica detectada en las subpoblaciones haploides de 

Gelidiwn arbuscula y Gelidium canariensis (Tablas 6.1 1,6.12). En el caso de 

Gracilaria ferox el efecto pudo ser al contrario, es decir, el número de 

gametofitos colonizadores fue mayor que el de esporofitos. Las diferencias 

iniciales pueden persistir debido a la asexualidad mayoritaria de los individuos 

colonizadores, manteniendo los alelos fijados después del efecto fijador. Esta 

asexualidad mayoritaria actuaría con un efecto conservador en la estructura 

genética de la población, donde la selección y10 la mutación no ha tenido 

tiempo de restablecer la heterocigosidad de la misma. Resultados similares 

han sido descritos en Lycopodiwn, una especie que se reproduce mayoritaria- 

mente de forma asexual mediante bulbos (Levin y Crepet, 1973). 

Estas circunstancias acentuadas explicarían la bajísima variabilidad 

genética en las subpoblaciones gametofíticas de Gracilaria ferox (Tabla 6.4). 

La ausencia de polimorfismo se ha descrito en otros organismos. Baur y 

Klemm (1989) no encontraron variabilidad isoenzimática en 5 poblaciones de 

la lombriz de tierra Chondria clienta. La reproducción por partenogénesis y 
autofecundación de esta especie, así como un efecto de deriva genética 

explican'an esta ausencia de variación @sur y Klemm, 1989), 

Gracilaria es considerada una especie perenne (Santelices, 1989), y 

no es probable la existencia de un cuello de botella reciente, por lo que la 
iqjiul~ucci~li pexud mayo*&a y bajo número de ináiviauos 

en las dos poblaciones analizadas explican'an la bajísima variabilidad genética. 

Resultados similares se han descrito en plantas superiores (Ellstrand y Roose, 

1987; Hamrick et al. 1979) y en otros organismos (Selander y Ochman, 1983; 

Foltz et al. 1982). 
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7.6.- Preponderancia - de las fases en las poblaciones. 
La preponderancia de esporofitos respecto a gametofitos en las tres 

poblaciones de Gelidiwn arbuscula y Gelidiwn canariensis coincide con los 

datos descritos en otras poblaciones canarias (J. Afonso, com. pers.), en otras 

especies de Gelidiwn [(Akatsuka, 1986, G. sesquipedale (Seoane-Camba, 1965; 

1969; Gorostiaga, 1990), G. robustwn (Johnstone y Feeney, 1944; Guzman del 

Proó y de la Campa de Guzmán, l969), G. pristoide (Carter, 1985; Robertson 

et al. ,1985), G. pusillm (Seoane-Camba, l965), G. microdon (Seoane-Camba, 

1965)l y otras Rodofitas, [Iridae cordata, (May, 1986), Euchewna isiforme 

@awes et al., 1974), Ceramium sp. (Edwards, 1973) e Hypnea murciformis 

(Rao, l97O)I. 

E! nbxrm de gamr t~ f i t~s  h e  siempre s~pxkx d número de m 

D 

individuos tetrasporofitos y vegetativos en las poblaciones de Gracilaria ferox - 
= m 
O 

en oposición a lo descrito en otras poblaciones de Gracilaria (Hoyle, 1978; - 
- 
0 m 

E 
Pinheiro y Bezerra, 1980). O 

Esta desproporción sugiere una vez más que la alternancia de n 

E - 

generaciones, y consecuentemente la reproducción sexual, no parece ser el a 

2 

n 

método de reproducción normal en Gelidiwn y Gracilaria. 
n 
0 

Existen diversas hipótesis para explicar la desproporción de fases en 3 
O 

macroalgas marinas, entre las que se incluyen (Santelices, 1990): 1) Mayor 

viabilidad de las carposporas con respecto a las tetrasporas (Johnstone y 

Feeney, 1944; Carter, 1985). 2) Mayor mortalidad de las plántulas haploides 
1 ncln - rr r nnn\ n\ i r (J~hiisi~iiz y Feney , 1944; Eoyie, ir 1 u, kain, i Y u). 3) Mayor capacidad de 

propagación vegetativa de los esporofitos en relación a los gametofitos, que 

se traduce en una mayor viabilidad de los individuos diploides (Hansen y 

Doyle, 1976; De Wreede y Klinger, 1988; Clayton, 1988; Akatsuka, 1986a): 4) 

Que la fase inicial colonizadora tenga una multiplicación vegetativa con la 

capacidad suficiente para mantener la ocupación y proporción inicial (Braga, 

1990; Connor, 1985). 5) Diferencias en la duración de la maduración al 

estado reproductivo de cada fase (Kapraun, 1978). 6) Existencia de apomeio- 

sis (algunas tetrasporas dan lugar directamente a nuevos tetrasporangios) 

(Magne, 1987; Carter, 1985). 



Aunque no podemos descartar que la apomeiosis o las diferencias en 

el proceso de maduración de cada fase sean los responsables de la diferencia 

en la proporción de las fases de las especies estudiadas, nunca se han descrito 

estos fenómenos en ninguna especie de Gelidiwn y Gracilaria. 

El elevado número de individuos heterocigóticos detectados en varios 

loci polimórficos de las subpoblaciones esporofíticas de Gelidiwn arburcula 

(Tablas 6.2,6.ll, 6.37) coincide con los datos obtenidos en Codiwn fragile 

(Malinowsq, l974), donde la mayoría de los individuos eran heterocigóticos 

fijados en la mayoría de las subpoblaciones, así como en otros organismos con 

reproducción asexual mayoritaria (Levin y Crepet, 1973; Hebert, 1974; Black 

y Jonhson, 1979; Hebert y Crease, 1980; Ayre, 1983; Gallagher, 1980; 1982). 

Los esporofitos podrían poseer las ventajas del heterocigótico, 
m 

mostrando una mayor adaptación a cambios ambientales y aptitud coloniza- - 
- - 
m 
O 

dora que los gametofitos. Esta hipótesis ha sido formulada anteriormente en - - 
0 

m 

las poblaciones de macroalgas marinas, en base a los superiores límites de E 

O 

distribución geográficos de los esporofitos de Gelidiwn en comparación a las 
n 

E plantas gametofíticas (Dixon, 1965; De Wreede y Klinger, 1988; Clayton, - a 

2 

1988). n n 

n 

No podemos demostrar una relación entre la heterocigosidad de los 
3 O 

loci analizados y una mayor preponderancia de la fase esporofítica. Tampoco 

podemos correlacionar una heterocigosidad observada con un posible vigor 

hfirido (no medido) ya que no disponemos de datos ecológicos ni datos sobre 

12 vi&i!iY~d &~TQ!!Q & ifidividuos. Tampoco ~sih!e r&ciefia 

una mayor capacidad colonizadora de la fase esporofítica con la existencia de 

distintas formas moleculares de una o varias enzimas. No obstante, existen 

referencias que han correiac~onado la heterocigosis proteica con una mayor 

eficacia biológica, velocidad de desarrollo y viabilidad en reptiles, coníferas 

e invertebrados marinos (Mitton y Grant, 1984; Zouros y Foltz, 1987). 

En moluscos marinos se ha encontrado de forma clara y frecuente 

la correlación entre la heterocigosis proteica y varios caracteres relacionados 

con la eficacia biológica. En Crassostrea virginica se detectó una correlación 

positiva entre la velocidad de desarrollo (medida como peso en gramos al año 

de edad) y el número de loci heterocigóticos por individuo (Singh y Zouros, 
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1978; 198 1; Zouros et al., 1980; Foltz et al., 1983). Las ostras con mayor grado 

de heterocigosis poseían menor variabilidad en peso, indicando una mayor 

capacidad de tamponamiento de los cambios ambientales de los individuos 

heterocigóticos. Resultados similares se han descrito en otras especies de 

ostras y mejillones (Fujio, 1979; Singh, 1982; Koehn y Gaffeney, 1984). 

Al igual que en moluscos marinos y plantas superiores, se han 

descrito relaciones directas entre variaciones isoenzimáticas y aspectos 

ecológicos y morfológicos en macroalgas marinas. Miura et al. (1978) 

encontraron que en todas las poblaciones analizadas la mayoría de los 

individuos que poseían el gen CAT* mostraban un talo más largo, ancho y 

ondulado, mientras que la mayoría de los individuos que contenían el gen 

C A T ~  mostraban un fenotipo más estrecho con márgenes más rizados. Estos 
m 

autores no pudieron encontrar ligamiento entre el gen de la catalasa y el gen 
= 
m 
O 

(o genes) que codifican la forma del talo, concluyendo que la catalasa podría 
- 
0 m 

jugar un papel regulador en el metabolismo celular y por tanto inducir un E 

O 

cambio en el crecimiento y desarrollo de la especie. Innes (1987) encontró 
n 

E que los individuos de Enteromorpha lima de un área de baja salinidad eran a 

genéticamente similares entre sí y muy diferentes a individuos de áreas n n 

adyacentes, separadas unos pocos cientos de metros. Analizando cinco loci 3 O 

isoenzimáticos encontró que dichos loci se distribuían en 13 clones (de 5.400 

posibles), existiendo una relación entre los clones isoenzimáticos detectados 

y la salinidad del medio. Clones isoenzimáticos restringidos a localidades de 

difii&d & ~ _ o ~ i a  m& !en&mecte cl~fies aeriz&s 2 &ini&&s más 

bajas. En un artículo posterior, (Innes, 1988) describió la existencia de 

poblaciones que mostraban una diferenciación significativa entre zonas 

intermareaíes altas y bajas con respecto al locus GOT-1. Incluso existía una 

adaptación de los 13 clones isoenzimáticos a diferentes ambientes intermarea- 

les, de tal forma que aquellos clones asociados a una zona intermareal alta 

crecían más rapidamente a 24°C que los clones asociados a una zona 

intermareal baja. 

Okumura y Fujino (1986) encontraron una asociación entre las 

frecuencias de los alelos termorresistentes de tres loci de dos enzimas (PGI 

y GDH) de Porphyra yezoensis, y la temperatura del hábitat, sugiriendo que 
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los tres loci actuan como un sistema poligenico con diferentes grados de 

contribución a la tolerancia a la temperatura, de tal forma que aquellos 

individuos con dos o más loci termorresistentes tenían la capacidad de 

colonizar hábitats más extremos. 

Aunque en un principio nuestros datos electroforéticos en Gelidiwn 

arbuscula muestran un elevado número de individuos heterocigóticos en todas 

las subpoblaciones esporofíticas analizadas, hay que destacar que ningún loci 

polimórfico presenta una mayor frecuencia de heterocigóticos en todas las 

poblaciones analizadas (Tabla 6.2). ALP-1, DIA-1, GDH-1 y MDH-1, 

muestran al menos una subpoblación que no presenta exceso de heterocigóti- 

cos, incluso no se observaron (GDH-1 en Pto. Cruz). Por tanto, en base a los 

datos obtenidos mediante electroforesis, no podemos asumir una ventaja de 

heterocigóticos en esta especie como causa de la preponderancia esporofítica 
m 
D 

- 
= m 

de las poblaciones. O 

- 
- 
0 

En Gelidiwn canariensis tampoco puede justificarse la mayor m 

E 

proporción de esporofitos en base a la ventaja de los heterocigóticos, ya que 
O 

n 

el número de loci fijados en las subpoblaciones gametofitícas es menor y 
- a E 

coincide con los loci menos polimórficos de las subpoblaciones esporofíticas 
2 

n n 

0 

(Tabla 6.3). Por otro lado, en la mayoría de los loci polimórficos detectados 3 
O 

en las subpoblaciones esporofíticas de Gelidiwn canariensis existe un defecto 

de heterocigóticos en relación con los valores esperados en el equilibrio de 

Hardy-Weinberg (Tabla 6.38). 

Estos resultados indican que la - preponderancia - de la fase es-porofítica 

actual en Gelidiwn puede ser debida a una preponderancia colonizadora de 

esporofitos, que se ha mantenido debido a un predominio de la reproducción 
p c p y l ~ r l l  no t n r l ~ a  C n - o m  -,.*An Aa,.,..-...+.-.- l.. --:-+,..--:- A- -.-- ----A-:- 
UOUAULU. Y-  L U U ~ ~  1 ~ 1 1 1 1 4 J  L I U  JG YUFCUG UGJLQIUU la CAI~LCIILIQ uc ulla VE;~IMJ~ 

de los heterocigóticos no detectada por electroforesis isoenzimática o no 

relacionada con las enzimas analizadas en el presente estudio. 

La preponderancia de la fase gametofítica en las poblaciones de 

Gracilaria ferox corrobora la inexistencia de ventajas del heterocigótico y 

parece no estar asociada a las frecuencias alélicas de esta especie, ya que no 

se ha detectado variabilidad genética en dos de las cuatro subpoblaciones 

(Tabla 6.13), siendo cada una de ellas de diferente ploidía. Asimismo, el 
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número de loci -polimórficos detectados en las otras dos subpoblaciones es 

muy bajo (sólo dos) (Tabla 6.10) 10 que no guarda ninguna correlación con 

el nivel de ploidía. Estos datos sugieren que las poblaciones fueron coloniza- 

das inicialmente por un mayor número de gametofitos que han mantenido 

esta proporción por la preponderancia de la reproducción asexual. 

7.7.- Meremiación genética entre fases. 
Las diferencias entre las frecuencias alélicas de ambas fases en las 

tres especies (Tablas 6.18,6.19,6.20) indica la existencia de diferenciación 

genética entre las subpoblaciones de gametofitos y esporofitos de una misma 

especie, localidad y población. Esta diferenciación genética se encuentra más 
zcusdu p,n &li&kq =rbucz;la, dvl?& 13s dif,-r,-fi& e; las ficdeiieias 

m 

alélicas entre ambas fases en todas las poblaciones muestreadas fueron = m 
O 

significativas (Tabla 6.18). Estos resultados son debido a la multiplicación - e 
m 

E 
vegetativa que ocurre en las poblaciones. Una multiplicación vegetativa O 

predominante haría disminuir el flujo genético entre los esporofitos y g n 
E 

gametofitos de una misma población y originan con el tiempo una considera- a 

n 

ble diferenciación genética. n 

Este flujo genético podría aumentar ocasionalmente si aumenta la 3 
O 

incidencia de la reproducción sexual o el número de esporas que germinan 

en la población, disminuyendo parcialmente el aislamiento genético entre 

ambas fases, lo cuai explicaría la existencia de menores diferencias entre las 
*. 1 .  fiwueiicias ái6licas de ambas fases en benazum canariensis en ei momento 

de realizarse el presente estudio (Tabla 6.19). 

7.8.- DXerenciación genética entre poblaciones. 
La heterogeneidad detectada en las frecuencias alélicas entre las 

poblaciones de Gelidiurn arbuscula (Tabla 6.18) y entre las poblaciones de G. 

canariensis (Tabla 6.19) indica que existe una considerable diferenciación 

genética entre las poblaciones de ambas especies, explicable por un escaso 

flujo genético entre las mismas. El flujo genético entre las poblaciones debido 

a esporas o fragmentos libres es muy escaso o nulo debido a: 1) Un elevado 
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tamaño y velocidad de sedimentación de las esporas (Gorostiaga, 1990; 

Okuda y Neushul, 1981 ; Amsler y Searles, 1980; Coon et al., 1972; Alvarez et 

al., 1978). 2) La disminución de la capacidad fijadora de las esporas con el 

tiempo (Salinas, 1987). 3) La lentitud del crecimiento de las plántulas nuevas 

germinadas por esporas o por fragmentos libres (Gorostiaga; 1990; Santelices, 

1989) y 4) La depredación por herbívoros (Schonbeck y Norton, 1978; 1980; 

Kennelly , 1983; Dayton, 1985). Estas consideraciones, unidas a la considerable 

distancia que separa las poblaciones estudiadas (más de 20 km) hacen 

suponer que el flujo genético entre las poblaciones de Gelidiwn es muy escaso 

o nulo. Esta hipótesis es corroborada por los valores de diferenciación 

genética obtenidos entre las subpoblaciones haploides de Gelidiwn canariensis 

(GsT = 0.366) (Tablas 6.40,6.41) y G. arbuscula (Gg = 0.334) (Tablas 6.39, 

6.42). 

Entre las subpoblaciones esporofíticas la diferenciación genética fue 

también altamente significativa respecto a cero (donde no existiría diferencia- 

ción) en Gelidiwn arbuscula (Tabla 6.39), mientras que en Gelidiwn 

canariensis dos de los cinco loci analizados y la media global fueron también 

estadísticamente significativos (Tabla 6.40). En Porphyra se han obtenido 

diferentes valores según las poblaciones (0.623, 0.472 y 0.125; Fujio et al., 

1985; 1987) aunque todos los valores han indicado una elevada diferenciación 

genética entre las distintas poblaciones. Las causas de estos elevados valores 

de diferenciación interpoblacional se han asociado con el ciclo de reproduc- 

ci6n de Pn?phyro y e r n ~ n ~ i s ~  mayoritariamente por monneqora ,  In cud 

coincide conceptualmente con la interpretación de la incidencia de la 

reproducción asexual en la explicación de nuestros resultados. 

Aunque ia diferenciación entre ias poóiaciones cie Geiiáiwn fue 

estadísticamente significativa (Tablas 6.39,6.40), resulta interesante destacar 

que la diversidad genética total H, tiene un mayor componente dentro de la 

población; esto es, la diversidad genética intrapoblacional (Hs) es mayor que 

la diversidad genética interpoblacional @ ,,) (Tablas 6.4 1,6.42). 

La elevada diversidad genética intrapoblacional puede explicarse por 

tres causas (Hiebert y Hamnck, 1983): 1) Elevada tasa de cruzamiento. 2) 

Mantenimiento de tamaños de población elevadas. 3) Adaptación espacial y 
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temporal a ambientes heterogéneos. 

Ya hemos discutido que las tres especies analizadas se reproducen 

mayoritariamente por via asexual, por lo que las razones 2 y 3 pueden ser las 

causantes del aumento del grado de diferenciación dentro de la población. 

Como los individuos se recolectaron en una zona de varios metros 

cuadrados donde existían diferentes microambientes, es lógico asumir la 

existencia de microdiferenciación genética en clones reproducidos asexual- 

mente adaptados a zonas muy concretas de salinidad, irradiación, emersión 

etc. Como los individuos se analizaron sin considerar la zona (o microhábitat) 

de procedencia, es probable que se haya originado un aumento del índice de 

diferenciación intrapoblacional en comparación con el interpoblacional. Esta 

interpretación viene avalada por los datos de Innes (1987; 1988); en los que 
m 

describe la existencia de un mayor grado de diferenciación genética entre 
D 

- 
= m 
O 

individuos muy próximos entre sí, pero en ambientes heterogéneos, que entre - - 
0 m 

poblaciones separadas varias decenas de kilómetros en Enteromolpha linza. E 

O 

Innes se basa en el efecto de una presión selectiva diferencial en los n 

E microhábitats de una misma población, lo que conlleva la promoción de - 
a 

2 

variabilidad genética dentro de la globalidad de la población. Esta variabi- n n 

0 

lidad se verá favorecida (en cuanto a su permanencia) si la población es 
3 O 

perenne (Innes, 1988) y se reproduce vegetativamente. 

Esta interpretación viene asimismo, avalada por la consideración de 

la zona intermareal como una zona que soporta unos niveles de diferencia- 

~jdfi  e-..-.--- o~nbtira m a v n r ~ ~  - -&, niip Z ~ C ~ S  y~hmpJrs  &bid9 , s~ ambiente 
-lWW 

heterogéneo (Levinton, 1973; Black y Johnson, 1979; Johnson y Black, 1984; 

Innes, 1988). La diferenciación genética en escala microgeográfica ha sido 

ampíiamente descrita en especies de plantas superiores: en Agrostis (Jain y 

Bradshaw, 1966), en Liatris (Schaal, 1974), en Veronica (Linhard, 1974), en 

Phlox (Levin, 1977; 1978), en Lisianthius (Systma y Schaal, 1985) y en diversas 

especies de helechos (Soltis y Soltis, 1988). 

Los datos de diferenciación genética obtenidos en Gracilaria ferox 

sugieren igualmente un escaso flujo genético entre las poblaciones, aunque 

como s610 se ha podido analizar este índice en un escaso número de loci 

(Tabla 6.43) esta indicación es un tanto discutible. 



7.9.- Distancia e identidad genética entre poblaciones 
y subpoblaciones. 

Los valores de identidad genttica detectados entre las diferentes 

poblaciones y subpoblaciones de cada especie (Tablas 6.23,6.24,6.25,6.26, 

6.27,6.28) son ligeramente mas altos que los obtenidos en otras poblaciones 

de macroalgas y plantas superiores (Tabla 7.1). Lo mismo sucede con el 

índice de similitud de Rogers, cuyos valores fueron siempre ligeramente 

inferiores a los datos obtenidos con la identidad de Nei (Tabla 7.1), 

coincidiendo con los resultados de Avise (1980) al comparar los cálculos de 

ambos estadísticos en otros organismos. 

Los elevados valores de identidad genCtica obtenidos entre las 

suhpohlacinnes de una m i s m ~  especie m ? h c  6.23, 6.24, 6.25, 6.26, 6.2?, 

6.28), es consecuencia del alto número de loci invariables existentes en las 

subpoblaciones analizadas (Tabla 6.l), e indica que aunque existe diferen- 

ciación genética en los loci polimórficos, el genoma de Gelidiwn en su 

globalidad es muy similar y homogéneo en todas las poblaciones, debido 

(como anteriormente se indicó) al efecto fundador. Resultados similares se 

han descrito en helechos (Soltis y Soltis, 1988) y en poblaciones de pinos 

(Guries y Ledig, 1982). 

El elevado valor de identidad en Gracilariaferox (el mayor índice de 

identidad encontrado) (Tablas 7.1, 6.27, 6.28) es igualmente debido a la 

elevada fijación de los loci analizados en esta especie. 
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TABLA7.1. Identidad genética de Nei O y similitud genética de Rogers (Sr) detectados en 
macroalgas marinas. 

Especie. 1. 

A) Entre poblaciones de una misma es-pecie. 

Dentro de Gelidium arbuscula 0.973 

Dentro de Gelidium canariensis 0.983 

Dentro de Gracilaria ferox 0.990 

Dentro de Palmaria palmata 0.886 

Dentro de Porphyra yezoensis ----m 

Dentro de Pn.rphyrn y e z n m h  0.452 

Dentro de Eucheuma isifome 0.996 

Dentro de Eucheuma nudum 0.895 

Dentro de Codiurn fragile 0.870 

Plantas superiores. 

B) Entre especies congenéricas. 

Entre Gelidium arbuscula - G. canariensis 

Entre Palmaria palmata - P. hecatensis 

Entre P. palmata - P. mollis 

nnlmntn D n n l l n - h ~ ~ l l ~ ~ A n m  Entre yu'rrcuru - . ~uccuprcyecuruc~ 

Entre P. mollis - P. callophylloides 

Entre P. hecatemis - P. mollis 

Entre P. hecatemis - P. callophylloides 

Entre Eucheuma isifome - E. nudum 

Entre E. gelidium - E. acanthocladum 

Entre E. nudum - E. gelidium 

Entre E. nudum - E. acanthocladum 

Entre E. isifonne - E. gelidium 

Entre E. isifonne - E. acanthocladum 

Plantas superiores. 

Sr. 

Presente trabajo. 
11 

Lindstrom y South, 1989. 

Miura et al. 1979. 

Fujio a d. 1985. 
m 

Cheney y Babbel, 1978. 
O 

II 
- 
0 m 

Malinowsky , 1974. E 

O 

Presente trabajo. 

Lindstrom y South, 1989. 
II 

Cheney y Babbel, 1978. 
II 

Crawford, 1983. 



7.10.- Relaciones fdogenéticas intrapoblacionales. 
El análisis de las relaciones filogenéticas entre las subpoblaciones de 

cada especie empleando el método UPGMA con ambas distancias genéticas, 

aportaron resultados diferentes en cada especie, aunque en todos los casos 

quedó patente la inexistencia de una correlación entre la distancia geográfica 

y la distancia genetica. 

En Gelidiwn arbuscula, la distancia genética de Nei y la distancia de 

Rogers dieron resultados muy diferentes al agrupar las subpoblaciones 

estudiadas (Figuras 6.2,6.3). Mientras que empleando la distancia de Nei se 

obtuvo una mayor identidad por localidad (independientemente de la ploidía 

de las subpoblaciones) (Figura 6.2), empleando la distancia de Rogers se 

obtuvo una mayor identidad genética entre las ~ub~~oblaciones en base a su 

condición de ploidía, (independientemente de su localización geográfica) 

(Figura 6.3). Estas diferencias se reflejaron también en el coeficiente de 

correlación entre los valores de ambas distancias, que es el más bajo de las 

tres especies (r= 0.795). 

En Gelidiwn canariensis se obtuvieron los mismos resultados 

empleando las dos distancias (Figuras 6.4, 6.5), destacando una menor 

distancia genética entre las subpoblaciones haploides y diploides de cada 

localidad, excepto en Gáldar donde las subpoblaciones gametofíticas y 

esporofíticas presentaron mayor distancia genética (Figuras 6.4, 6.5). Este 

resultado se debe fundamentalmente a que el alelo mayoritario en el locus 

PGI en las suhphlarj_ones hq!ni&s file PGI-?h, ~ i m t z s  cpe e!! M reste de 

las subpoblaciones el alelo mayoritario fue PGI-3c (Tabla 6.6), lo que aleja 

la subpoblación gametofítica de Gáldar del resto de las subpoblaciones. 

Asimismo existe una mayor conexih entre ias pobiaciones de Pto. Cruz y 

Agaete (separadas por un centenar de kilómetros) que entre las poblaciones 

de Agaete y Gáidar (separadas sólo unos 20 kilómetros) (Figuras 6.4,6.5). 

Estos datos indican la inexistencia de correlación entre la diferenciación 

genética y la distancia geográfica, lo cual coorrobora la existencia de una 

diferenciación a escala microgeográfica. Estos resultados coincide con los 

obtenidos por Innes (1987; 1988) en Enteromorpha lima, quién encontró 

también una diferenciación genética independientemente de la distancia 



VIL Discusión. Genética. 25 1 

geográfica, no existiendo una relación directa entre la distancia genética (de 

Hedrick) y la distancia geográfica. Cheney y Babbel (1978) en Eucheuma 

nudum describieron también la inexistencia de relación entre la distancia 

genética (de Nei) y la distancia geográfica. Resultados similares se han 

descrito en Polphyra (Miura et al., 1979). 

Las relaciones filogenéticas entre las subpoblaciones de Gracilaria 

ferox ofrecieron los mismos resultados empleando una u otra medida de 

distancia (Figuras 6.6,6.7). En esta especie, las relaciones entre las subpobla- 

ciones no estuvo condicionada por el nivel de ploidía ni por la localización 

geogrifica. Estos resultados se deben, a la elevada fijación de loci en esta 

especie (Tabla 6. l), a la indetección de polimorfismo en los loci analizados 

en dos de las cuatro ~ub~~oblaciones (Tabla 6*4) y a La diferemizxión existente 

entre las fases (Tabla 6.20). 

7.11 .- D i i c i a  e identidad genética entre especies. 
Loci diagnóstico. 

No existen referencias del cálculo de loci diagnóstico descrito por 

Ayala y Powell (1972) en macroalgas. 

Entre las dos especies de Gelidium solamente se detectaron dos loci 

(PGI-5 y SOD-7) exclusivos de Gelidim canariensis y uno (SOD-1) exclusivo 

de Gelidim arbuscula (Tabla 6.21). Entre Gelidiwn arbuscula y Gracilaria 
8 e x  m i  A 1 - -  - -1 

Y iwi cxciusivos ae dguna de ias especies (Tabla 6.22A) 

y entre Gelidiwn canariensis y Gracilaria ferox se encontraron 10 loci 

exclusivos (Tabla 6.22B). Estas diferencias indican claramente la utilidad de 

las técnicas isoenzimáticas en la identificación de las especies con la 

catalogación de loci diagnóstico, y la separación evolutiva existente entre 

ambos géneros, y que se acusa en las identidades genéticas detectadas. La 

identidad genética media de Nei entre Gelidium arbuscula y Gelidiwn 

canariensis fue de 0.850 mientras que entre Gracilaria ferox y ambas especies 

de Gelidium fue aproximadamente de 0.41 (Tabla 6.3 1). Estos valores de 1 

están dentro del rango descrito en otras macroalgas (Tabla 7.1). Cheney y 

Babbel (1978) encontraron valores de identidad entre especies del género 



E u c h e m  de 0.904 y 0.857. Por el contrario, Lindstrom y South (1989) 

encontraron valores de 1 que oscilaron entre 0.098 y 0.400 entre especies del 

género Palmaria, que sorprendentemente son más bajos que los valores 

descritos entre especies del mismo género en otros organismos. En las 

revisiones de Avise (1975) y Thorpe (1979) se describen identidades genéticas 

entre especies congenéricas que oscilan entre 0.500 y 0.800 con unos valores 

medios entre 0.50 y 0.60. En plantas superiores se ha descrito un valor medio 

de 0.67 (Gottlieb, 1977; Crawford, l983), aunque entre especies vegetales 

congenéricas se han obtenido valores superiores a 0.85 (Gottlieb, 1974a, 

Babbel y Selander, 1974; Levy y Levin, 1975; Crawford, 1983). 

Por tanto, los valores de 1 entre ambas especies de Gelidium son 

ligeramente más altos que los descritos en plantas superiores y muy similares 

a los descritos en otras macroalgas (Tabla 7.1). Estos datos corroboran que 

el genoma, en su globalidad, de las dos especies de Gelidium es más 

homogéneo que el de diversos géneros de plantas superiores. 

Aunque existen pocas referencias (tantos en animales como en 

vegetales) de las estimas de identidad genética intergenéricas, por lo general 

son inferiores a 0.40 (Thorpe, 1979). Lindstrom y South (1989) encontraron 

valores de identidad genética entre especies del género Palmaria, Devalerae 

y Halosaccion que oscilaron entre 0.092 y 0.542, con una media de 0.300. 

Estos valores de identidad entre especies de diferente género son muy 

dispares, llegando incluso a alcanzar valores mayores que los encontrados por 

los mismos autores pala especies congenéricas. Etns autores encontraron que - - - - - -- - - - - - - - - - - - - - 

la mayoría de los loci analizados (15 loci) estaban fijados para un alelo 

determinado en cada especie. De 43 alelos detectados, sólo 5 de ellos tenían 

frecuencias, en aiguna de las especies, menores cie i. Además, ei número ae 

individuos analizados fue relativamente bajo, y recogidos de diferentes áreas 

geográficas. 

Nuestros resultados (1 = 0.400 y Sr = 0.377) entre ambas especies 

de Gelidium y G. ferox,Tabla 6.31) indican una cierta relación evolutiva entre 

estas especies, coincidiendo con la hipótesis de Hommesand y Fredericq 

(1988) que sostienen que las agarofitas son el grupo evolutivo más antiguo de 

las macroalgas, indicando que Gelidiaceae y Gracilariaceae son miembros 
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muy relacionados de ese gran grupo. 

7.12.- Tiempos evolutivos entre especies. 
Los cálculos del tiempo evolutivo entre las diferentes especies 

(815000 años entre ambas especies de Gelidiwn, y aproximadamente 4.4 

millones de años entre estas dos especies y Gracilaria ferox, Tabla 6.36) 

reflejan la diferencia genómica entre ambas especies de Gelidiwn y Gracilaria 

ferox. No obstante, hay que tener la cautela de la sobreestima del tiempo 

evolutivo. En este sentido Nei (1987) expone que en presencia de un cuello 

de botella o deriva genética la tasa evolutiva de da una sobreestima del 

tiempo evolutiva Asimirmn hiy qce c~nsidem que e! r&j e.:~!utkvo mdidu. 
m 
D 

por electroforesis isoenzimática es más exacto con especies relacionadas (Nei, - 
= 
m 
O 

1987). Por todo lo cual los valores entre ambas especies de Gelidiwn y - - e 
m 

Gracilaria ferox pueden ser mayores que los indicados, lo cual coincide con E 

O 

una posible baja tasa evolutiva en macroalgas marinas. Por otro lado, las n 

E - 

especies y poblaciones analizadas no están en equilibrio de Hardy-Weinberg, 
a l 
n 

lo cual puede aumentar aún más el grado de error en el cálculo del tiempo n 
0 

evolutivo. 3 
O 

Según los datos electroforéticos, posiblemente el proceso de 

especiación evolutivo de Gelidium canarienris, comenzó hace unos 800.000 

años tras la colonización de las islas por un antecesor de Gelidium arburcula 
. . y V. , E G & ~ J ~  @e dio h g ~  GCfi&%s cun&fierfiis aciud. Posteriormente 

a esta se produjo una segunda colonización de Gelidiwn arbuscula, dando 

lugar al Gelidium arbuscula actual. Asimismo sugiere que esta especiación se 

inició en las islas centrales del archipiélago, posiblemente en Gran Canaria, 

ya que no se ha detectado Gelidium en ninguna de las dos islas orientales (las 

más antiguas del archipiélago) o que se produjo algún fenómeno catastrófico 

en las poblaciones de estas islas desapareciendo ambas especies de Gelidiwn. 

Posteriormente al proceso de especiación y debido a la dirección Sur-Suroeste 

de las corrientes marinas en Canarias, determinados individuos de ambas 

especies colonizaron las islas occidentales. 

Sería necesario estudiar isoenzimáticamente varias poblaciones de las 



islas occidentales y de la costa africana, así como analizar datos morfológicos 

y ecológicos de las especies para poder clarificar este punto. 





8. Conclusiones. 

8.1.- CONCLUSIONES METODOLOGIA. 

l. - La imposibilidad de detectar 18 sistemas enzimáticos en Gelidiwn 

arbuscula, Gelidiwn canuriensis y Gracilaria ferox, se debe probablemente a 

su escasa actividad enzimática y no a la metodología empleada. 

2. - La metodología más adecuada para obtener una buena resolución 

enzimática por electroforesis de las tres especies estudiadas fue la siguiente: 

* Almacenamiento de los individuos por cultivo en condiciones ambientales 

controladas. 

* Homogeneización con nitrógeno líquido en mortero. 
* Tampón de extracción Tris-HC1 pH 7.4 con PVP o PVPP (1-3 %) y ácido 

ascórbico (0.02-0.5 M). 

* Geles de acrilamida empleando el sistema discontinuo de Davis con o sin 

gel hacinador y geles de almidón empleando los sistemas Citratoihistidina 

pH 7.0 y Tris-citrato pH 7.8iBorato-NaOH pH 8.6. 
* La temperatura de tinción no afecta la resolución en un rango de 22 a 

37°C. 

3.- El efecto "sin deshidrogenasa" es un fenómeno común en 

Gelidiunz arbu~cula y Gelidiwn camriensis debido probablemente a la acción 

de la enzima MDH, aumentando con el deterioro fisiológico de los indivi- 

d n m  
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8 -2 .- CONCLUSIONES. GENETICA. 

1 .- Confirmando la utilidad de la electroforesis isoenzimática en 

sistemática de macroalgas, se han identificado 3 loci diagnóstico entre 

Gelidiwn arbuscula y Gelidium canariensis, 9 loci diagnóstico entre 

Gelidiwn arbuscula y Gracilaria ferox y 10 loci diagnóstico entre Gelidiwn 

canariensis y Gracilaria ferox. Asimismo la técnica de electroforesis isoenzimá- 

tica permite identificar individuos esporofíticos de especies isomórficas en 

estado no reproductor. 

2. - Existen grandes desviaciones en las frecuencias genotípicas del 

equilibrio de Hardy-Weinberg en la mayoría de los loci polimórficos de todas 

las poblaciones de Gelidiwn arbuscula y G. canariensis así como diferencias m 

= m 

significativas entre las frecuencias alélicas de las fases gametofíticas y O 

- 
0 

esporofíticas de las tres especies estudiadas. Ambas características se deben m 

E 

probablemente a un tipo de reproducción eminentemente asexual. 
O 

n 

E 
a 

3. - Las tres especies estudiadas muestran el grado de variabilidad n n 

genética más bajo descrito en macroalgas marinas. En este contexto, 3 

O 

Gracilaria ferox fue la especie con menor variabilidad genética, y Gelidium 

arbuscula la de mayor. Asimismo, la variabilidad genética de las subpoblacio- 

nes gametofíticas de Gelidiwn arbuscula y Gelidiwn canariensis es menor que 

la variabilidad genética de las subpoblaciones esporofíticas. Esta escasa 

variabilidad genética se debe probablemente a un proceso de deriva genética 

por efecto fundador, combinado con una reproducción asexual preponderante. 

4. - El grado de diferenciación entre las poblaciones y subpoblaciones 

de cada especie es significativo, consecuencia probable de un inexistente o 

escaso flujo genético entre las mismas. 

5. - El elevado grado de diferenciación genética in trapoblacional 

unido a la ausencia de correlación entre la distancia genética y la distancia 

geográfica en ambas especies de Gelidium sugieren la existencia de microdife- 



renciación genética como consecuencia de un proceso de adaptación 

diferencld a microhábitats. 

6.- La identidad genttica entre Gelidium arbuscula y Gelidiwn 

canariensis es muy similares a la descrita en otras macroalgas marinas. 

Asimismo, la identidad genética entre ambas especies del género GeIidiwn y 

Gracilaria ferox es más elevada que la descrita en otras macroalgas, indicando 

la existencia de una relación evolutiva relativamente cercana entre ambos 

géneros. 

7.- Asumiendo los posibles errores de cálculo asociados a una 

aparentemente elevada incidencia de la reproducción asexual y a procesos de 

deriva genética, los cálculos de distancia genética y tiempos evolutivos indican ,, 

- 

que la especiación entre ambas especies de Gelidiwn ocurrió hace aproxima- - 
m 
O 

damente 800.000 años. - 
0 

m 
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