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fragmentos polimérficos (PF) en el andlisis de bulks en G.
canariense y G. arbuscula.

Tabla 11. Lista de marcadores RAPD especificos en las poblaciones de G.
canariense.

Tabla 12. Matriz de valores de similitud entre las poblaciones analizadas
de G. canariense y G. arbuscula basados en el coeficiente de Dice
(debajo de la diagonal) y con el coeficiente SM (arriba de la

diagonal).
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Tabla 13. Descriptores basicos de la variabilidad genética asociada a los
15 cebadores utilizados en el analisis fase haploide y diploide de
Gelidjum canariense.

Tabla 14. Descriptores basicos de la variabilidad genética por poblacion
asociada a los 15 cebadores en el analisis fase haploide y diploide
de G. canariense.

Tabla 15. Parametros basicos de la variabilidad genética asociada a
gametofitos (fase haploide) y esporofitos (fase diploide) obtenidos
con 15 cebadores.

Tabla 16. Descriptores basicos de la variabilidad genética asociada a los
13 cebadores utilizados para el andlisis de las poblaciones de
Gelidium canariense.

Tabla 17. Diversidad genética media por locus de cada poblacion (H’)
incluyendo los monomorficos, H”yop: diversidad genética media por
locus y por poblaciéon. H”sp : diversidad genética media por locus
para la especie.

Tabla 18. Numero de bandas totales obtenidas (NF), nimero de
fragmentos polimérficos (PF), porcentaje de marcadores
polimorficos (% P), diversidad genética media (H’}) por marcador
dentro de cada una de las poblaciones analizadas de G.
canariense.

Tabla 19. Secuencia de cebadores, nimero de bandas polimérficas (PF),
tamarfio de los marcadores (pb) y valores de diversidad genética
(Lynch & Milligan 1994) por cebador y poblacién.

Tabla 20. Numero total de haplotipos y nimero medio de haplotipos por
cebador y poblacion.

Tabla 21. Porcentaje de polimorfismo, diversidad genética (DG),
diversidad genética (H’}) y nimero de haplotipos por islas en
Gelidium canariense.
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Tabla 22. AMOVA de la variabilidad de RAPD en los distintos niveles
jerarquicos considerados en las poblaciones de Gelidium
Eanariense. |

Tabla 23. Reparticion de la variabilidad genética estimada con el Indice de
Shannon eéntre  los componentes intra (H'pop/H'sP) €
interpoblacional ((H'se-H'rop) /H'sp ) en las poblaciones de G.
canariense analizadas.

Tabla 24. Diferenciacion genética (Fst valores) entre las siete poblaciones
de G. canariense los valores por debajo de la diagonal.

Tabla 25. Cebadores empleados, peso molecular, nimero de fragmentos
obtenidos (NF), numero de fragmentos polimérficos (PF),
porcentaje de polimorfismo (%P) y porcentaje de similitud de
marcadores (%S) en el andlisis comparativo de bulks
poblacionales e individuos haploides en G. canariense.

Tabla 26. Lista de marcadores RAPD exclusivos obtenidos en el analisis
comparativo de bulks poblacionales e individuos haploides en G.
canariense. -

Tabla 27. Coeficiente Dice entre poblaciones. Azul: Valores medios del
coeficiente de Dice obtenidos en el analisis de bulks
poblacionales. Negro: Valores del coeficiente de Dice obtenidos en
el analisis de individuos haploides.

Tabla 28. Numero total de individuos, peso himedo medio (g/m?) y
porcentaje de gametofitos femeninos, esporofitos y desconocidos
recogidos en las dos poblaciones durante el muestreo destructivo.

Tabla 29. ANOVA para el peso seco individual a partir de los datos del
muestreo destructivo en Gelidium canariense.

Tabla 30. Analisis de ANOVA para la densidad a partir de los datos del
muestreo destructivo en Gelidium canariense.

Tabla 31. ANOVA para la biomasa cosechable a partir de los datos del

muestreo destructivo en Gelidium canariense.
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Tabla 32. ANOVA del peso seco individual en Gelidium canariense. Datos
transformados con loge para obtener la homogeneidad de
varianzas.

Tabla 33. ANOVA del peso seco individual después del agrupamiento de
componentes post hoc.

Tabla 34. ANOVA de la biomasa cosechable en los poblaciones de
Gelidium canariense.

Tabla 35. ANOVA de la densidad (n° de plantas/m2) en los poblaciones de
Gelidium canariense.

Tabla 36. ANOVA de la proporcion de gametofitos femeninos y esporofitos
en 1996.

Tabla 37. ANOVA de la tasa de supervivencia de individuos en Gelidium
canariense.

Tabla 38. ANOVA del reclutamiento de individuos en Gelidium canariense.
Tabla 39. ANOVA del reclutamiento de individuos de Gelidium canariense
después del post hoc pooling del factor Parcela (Poblacién).

Tabla 1. Anexo. Frecuencia de bandas por poblacion obtenidas con los 13

cebadores analizados en el analisis haploide.
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Introduccion general 3

Gelidium canariense (Grunow) Seoane-Camba ex Haroun, Gil-
Rodriguez, Diaz de Castro et Prud’homme van Reine es una de las especies
agarofitas (productoras de agar) que alcanza un cierto desarrolio en el
archipiélago canario por lo que se considera un recurso potencial para la
obtencién de agar. Por ello, ha sido estudiada previamente tanto desde el
punto de vista de la dinamica poblacional (Betancort-Villalba & Gonzélez—
Henriquez 1991; Gonzalez-Henriquez & Betancort-Villalba 1997), calidad de
ficocoloides (Freile-Pelegrin et al. 1995; Freile-Pelegrin 1996), genética de
poblaciones (Sosa 1991; Sosa & Garcia-Reina 1993; Sosa et al. 1998), como
desde el punto de vista experimental mediante cultivo en laboratorio (Robaina
1988; Robledo-Ramirez 1993; Garcia-Jiménez et al. 1999), desde el punto de
vista fisiologico (Marian et al. 2000) y ecolégico (Mercado et al. 2001).

Los principales motivos que hacen que Gelidium sea un género
importante dentro de las algas rojas son de indole biolégico y econémico. En
primer lugar, las especies de este género son dominantes en diversos habitats
litorales y sublitorales de amplias areas geograficas y como principales
productores primarios juegan un papel critico en el ecosistema (Gorostiaga
1990). En segundo lugar, diversas especies de Gelidium son explotadas como
materia prima de su principal polisacarido (agar) en diversas partes del mundo.
McHugh (1991) sostiene que el 50% del mercado mundial de agar procede del
género Gelidium. Melo (1998) cita un notable incremento en el Noreste del
Atlantico entre 1990-1996, aunque no cuantificable debido a la falta de bases
de datos actualizadas y al auge de las agarofitas del género Gracilaria en el
mercado mundial. Ambos aspectos hacen que todos aquellos estudios dirigidos
a conocer aspectos genéticos, demograficos y de utilizacion de las diversas

especies del género sean de gran interés.

Las algas bentoénicas incluida Gelidium, son las Unicas especies que
presentan una amplia variedad de diferentes ciclos de vida, los cuales incluyen
individuos haploides, diploides y haplo-diploides de vida libre (Bell 1994; De
Wreede & Klinger 1988). Los efectos de los ciclos de vida complejos con o sin

reproduccion sexual y la capacidad de dispersion determinan la estructura
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Introduccion general . 4

geografica y el flujo genético a diferentes escalas espaciales. La diferenciacién
genética es mas extensiva en especies autogamas que en las especies
alégamas. De hecho, muchos trabajos han tenido como objetivo las

correlaciones entre los rasgos del ciclo de vida y la diferenciacion genética

espacial en poblaciones naturales (Brown et al. 1990b; Hamrick & Godt 1996) o
la subestructuracion espacial dentro de las poblaciones (Epperson 1990;
Heywood 1991). Aundue se sabe, que la estructura espacial genética, la
distribucion espacial de plantas haploides y diploides y la escala del flujo
genético son esenciales para la modelizacion de los procesos evolutivos que
generan diversidad genética, estos componentes son menos conocidos en

mayoria de las algas marinas bentonicas.

El uso de técnicas moleculares como herramienta para aportar nuevas
visiones sobre aspectos de la ecologia, evolucién, comportamiento,
conservacién y biologia de las poblaciones ha motivado el nacimiento de la
ecologia molecular. Son muchos los marcadores de ADN que se han generado
gracias al avance de las técnicas de Biologia Molecular. Entre ellos los
marcadores RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA: Amplificacion al azar
de ADN polimoérfico) han alcanzado una notable popularidad, principaimente
porque no réquieren un conocimiento previo de genoma a estudiar y han sido
utilizados para caracterizar clones e hibridos; analizar la variacién genética
entre y dentro de poblaciones naturales, analisis de paternidad, etc. (Weising
et al. 1995, Hadrys et al. 1992; Parker et al. 1998).

La mayor parte de los trabajos efectuados sobre variabilidad genética
entre poblaciones de una misma especie han sido realizados en plantas
superiores, siendo muy reducido el nimero de trabajos realizados en
macroalgas. La electroforesis isoenzimatica, aunque ha sido utilizada para
analizar la estructura genética de muchos organismos de manera exitosa, no
es la herramienta ideal en macroalgas debido al bajo nimero de loci
disponibles y al bajo nivel de polimorfismo encontrado (Sosa & Lindstrom 1999,
Valero et al. 2001). Para llevar a cabo estudios genéticos de mayor resolucion
se han desarrollado nuevas herramientas moleculares en varias especies de

algas: microsatélites en el alga roja Gracilaria gracilis (Wattier et al. 1997; Engel
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Introduccion general 5

et al. 1999; Luo et al. 1999) y en Laminaria digitata (Billot et al. 1998),
amplificacion de fragmentos de ADN polimérfico (AFLP) en Alaria marginata
(Kusumo & Druehl 2000); amplificacion al azar de ADN polimorfico (RAPD) en
diferentes especies de algas rojas (Alberto et al. 1997, 1999; Wright et al. 2000,
Meneses 2001, Faugeron et al. 2001) y algas pardas (Coyer et al. 1997; Miller
et al. 2000; Engelen et al. 2001) y recientemente el analisis de ADN del
cloroplasto (Zuccarello et al. 2000).

Los atributos demograficos y genéticos de una especie afectan a la
capacidad de migracién o dispersion tanto 'espacial como temporalmente, a la
vez que guaraan relacion con el ciclo de vida y otros parametros poblacionales.
Miller et al. (2000) y Billot et al. (en revisién) sefalan la importancia del
conocimiento de la dinamica poblacional desde una perspectiva genética y
demogréfica para conocer la fragilidad y la tolerancia de las poblaciones de
macrofitos marinos. Las tasas vitales de los genotipos son expresiones de su
eficacia biolégica. Los genotipos con éxito dominaran la poblacién y la
interaccion con los factores ambientales determinan a su vez aspectos de su
evolucion. Segin Lande (1988) en poblaciones de reducido tamafio, los
factores demograficos, tienen una mayor probabilidad de causar la extincion de
la poblacién que las pérdidas de variacién genética, de ahi la importancia que
tienen este tipos de estudios en especies endémicas, como Gelidium
canariense. Las tasas vitales de fecundidad, reclutamiento, supervivencia y
crecimiento obtenidos en los estudios demograficos son la base de los modelos
matematicos, los cudles a su vez constituyen herramientas muy importantes
para conocer las dindmicas intrinsecas de las poblaciones. La aplicacion de
estos modelos a problemas concretos de manejo de recursos, tales como la
optimizacion de estrategias de explotacion, son esenciales para el manejo

racional de las poblaciones de especies con interés comercial.

Gelidium canariense es una alga roja (Rhodophyta, Gelidiales) con un
alto contenido de agar, pero que actualmente no se explota. Estudios previos
realizados con isoenzimas en poblaciones naturales de Gelidium canariense
sugerian que esta especie se caracterizaba por presentar una reproduccion
asexual mayoritaria, ademas de estar sujeta a deriva genética (Sosa 1991;
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Introduccion general 6

Sosa & Garcia-Reina 1993). La distribucién de los individuos de Gelidium
canariense es continua, excepto para interrupciones debidas a la topografia del
sustrato, caracteristica inherente a las costas rocosas o a la ausencia de fuerte
hidrodinamia. No existe ninguna estimaciéon de la distribuciébn de dispersion
efectivas de los gametos, esporas o zigotos por lo que es dificil hacer una
prediccion del patrén de distribucién de la diversidad genética dentro de las
poblaciones y no se espera una subestructuracién espacial significante déntro

de los poblaciones.

Este es el primer estudio que integra datos genéticos y datos de
dindmica poblacional en especies de Gelidium, cuyo propdsito general es
contribuir al conocimiento de la estructura y la dinamica genética y demografica
de algas rojas en general y de especies agarofitas del genero Gelidium en
particular.

Los objetivos especificos del presente trabajo son:

¢ Determinar la variabilidad, el grado de diferenciacién y el nivel de
estructuracion genética en las poblaciones naturales de Gelidium
canariense a diferentes escalas espaciales mediante el analisis de

marcadores moleculares (RAPD).

e Investigar la variacibn espacial y temporal de los parametros
demograficos en las poblaciones naturales de Gelidium canariense de

Gran Canairia.
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Introduccion 9

2.1. Gelidium canariense

Gelidium canariense es una especie perteneciente a la Familia
Gelidiaceae, Orden Gelidiales. Presenta un color rojo-negruzco y ramificacion
irregular (distica) con tendencia a una estructura corimbiforme sin diferencias
especiaimente marcadas entre el eje principal y las ramas (Seoane-Camba
1979). Los talos, cartilaginosos, son generaimente, cilindricos y fijados al

sustrato por rizoides.

Al igual que otras especies de Gelidium, G. canariense es una especie
perenne, con un tipo de construccion modular en el que los frondes erectos se
desarrollan a partir de un sistema basal de ejes postrados que estan adheridos
al sustrato por rizoides. Esta especie crece en zonas rocosas con alta
hidrodinamia, desde el limite inferior del intermareal, donde presenta una
estructura en mosaico mezclado con G. arbuscula y otras algas, hasta 5 6 10 m
en la zona submareal donde presenta una distribucibn mas continua.
Sauvageau . (1912) hizo una descripcion llamativa de las poblaciones de
Gelidium canariense: “Le Cystoseira Abies-marina habite les rochers battus de
la zone inférieure. Quand il croit sur une paroi verticale opposée a la mer, on
observe toujours la succession suivante, si nette qu'on la distingue a distance:
une bordure jaune, formee par lui, de 20-40 cm de hauter: immé diatement au-
dessous, une autre bande d’un beau rose violacé de Gelidium arbuscula Bory;
au-dessous de celui-ci, et se prolongeant dans la partie non accessible et non
visible, une plus large bande sombre, presque noire de Gelidium cartilagineum
Gaill ». (C. Abies-marina habita las zonas batidas de la zona inferior ........ forma
una zona amarilla de 20-40 cm de altura, inmediatamente debajo existe una
zona rosa-violacea formada por G. arbuscula y debajo de ésta, en la zona
nunca accesible ni visible, aparece una zona extensa, oscura y casi negra de

G. canariense (antes G. cartilagineum).

Al igual que el resto de los representantes de la familia, ambas especies
presentan un ciclo con alternancia de generaciones trigenético (tipo
Polysiphonia). Este ciclo consta de tres fases coexistentes: esporofito,

gametofito y carpoesporofito, siendo las dos primeras fases isomorficas,
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Introduccion 10

macroscopicas (Figura 1) (Dixon 1959; Fan 1961). Ademas, presenta
reproduccién vegetativa por crecimiento de nuevos frondes a partir del eje
postrado o por fragmentaciéon de frondes. La identificacion de esporofitos y

gametofitos femeninos se puede realizar en el campo, los gametofitos

femeninos se caracterizan por presentar la fase carpoesporofitica epifita

(cistocarpos) y los esporofitos por presentar esporangios (Figura 1). Sin
embargo, los gametofitos masculinos (haploides) no se han podido caracterizar

hasta el momento.

G. canariense presenta individuos fértiles durante todo el afio. Los
individuos esporofiticos de G. canariense son més abundantes que los
gametofitos femeninos basado en la presencia de estructuras reproductoras
(Lindgren et al. 1998; Sosa 1991; Sosa & Garcia-Reina 1993). Los patrones de
dominancia de fase estan de acuerdo con lo que generalmente es observado
en Gelidiaceae (Akatsuka 1986; Santelices 1988).

2.1.1. Distribucion geografica de la especie.

Gelidium es un género ampliamente distribuido a lo largo de las regiones
célido—templédas de ambos hemisferios, pudiendo encontrarse tanto en la zona
intermareal como en la zona submareal. Sin embargo, en ambos extremos de
temperaturas frias y calientes, los representantes de Gelidium son escasos
(Dixon 1958a; Michanek 1983).

Gelidium canariense es una especie endémica de las Islas Canarias
descrita solo en las islas de Gran Canaria, Tenerife, La Palma y La Gomera
(Haroun et al. 2002). Se encuentra distribuida sélo en la costa norte de las
islas, asociada a habitats altamente expuestos. Esta especie se localiza en
latitudes subtropicales por lo que el comportamiento de las poblaciones
naturales probablemente sera diferente al de otras especies del género de
latitudes mas altas ya estudiada en la Peninsula Ibérica (Betancort-Villalba &

Gonzalez-Henriquez 1991).
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Figura 1.- Ciclo de vida de Gelidium canariense.
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Introduccion

2.1.2. Autoecologia.

Gelidium canariense vive sobre sustratos rocosos estables en la zona
intermareal inferior y sublitoral y siempre en tramos de costa expuestos a fuerte
oleaje. Esta especie presenta una distribucion espacial desigual. La porcion de
la poblacién que crece en la parte inferior del intermareal esta expuesta al aire
en las bajamares maximas mensuales dos veces al dia, durante una hora
aproximadamente, aunque es continuamente salpicada por el oleaje. En
muchas ocasiones presenta una distribucion espacial en mosaico mezclada
con otras algas, principalmente G. arbuscula y Pterocladia sp y algas
coralinaceas (Figura 1). En la parte submareal, por lo general, las poblaciones
forman mantos continuos uniespecificos. La distribucién o zonacion de una
especie es debida a la heterogeneidad ambiental de factores bidticos y
abioticos en la misma direccién (Lewis 1964; Hawkins & Hartnoll 1985). En el
caso de Gelidiales, los factores medioambientales son los principales
responsables de la distribucion vertical (Santelices 1978; Oliger & Santelices
1981; Rico & Fredriksen 1995)

Figura 2.- Distribucién de Gelidium canariense en el intermareal inferior.
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Introduccion 14

Mercado et al. (2001) han demostrado que la fotosintesis en G.
canariense, G. arbuscula y Pterocladia capillacea puede estar limitada por la
luz incidente mas que por la concentracion de carbono inorganico disponible en
el habitat natural. La presencia de especies del género en aguas agitadas,
parece estar relacionada con el mayor transporte de nutrientes y difusion de
gases que se produce en tales condiciones (Tseng & Sweeney 1946). El
desarrollo de un fuerte sistema postrado de fijacion y de un sistema de ejes
erectos de consistencia fibrosa y elastica (ricinas) son importantes
adaptaciones morfolégicas que permiten a diversas especies de Gelidium vivir
en condiciones de intenso hidrodinamismo. La presencia de hifas internas en
los frondes de Gelidium ha sido sugerida también como una favorable
adaptaciéon al elevado hidrodinamismo (Feldmann & Hamel 1936). En un
estudio de dinamica de fluidos relacionado con el fiujo del agua de mar a través
de las plantas de G. nudifrons, Anderson & Charters (1982) han encontrado
que el sistema de ramificacion de esta especie se encuentra especialmente
adaptado para los intercambios de gases Yy solutos ademas de quedar

favorecida la toma de nutrientes.

Especies del género Gelidium y Pterocladia parecen tener preferencia
por los sustratos que presenten una cobertura alta de algas coralinaceas
(Santelices 1988). Existen dos tipos hipétesis que nos pueden ayudar a
entender la asociacién entre algas coralinas y estas especies: Primera, en
condiciones ambientales desfavorables, la propagacién vegetativa es un
método frecuente de colonizacion y dispersion y la intensidad de luz es sabido
que dafia algunas especies. Una cobertura algal crustacea puede actuar como
una pantalla a la luz y permitir la supervivencia del sistema basal, el cual puede
regenerarse mas tarde y producir frondes erectos. Segunda, las algas coralinas
y la familia Gelidiaceae tienen factores ecolégicos optimos similares (por ej:
hidrodinamia), por eso ambos grupos tienden a ocurrir en un habitat similar,
compitiendo por luz y sustrato, pero si se dan condiciones extremas una de
ellas se vera favorecida, resultando la otra desplazada. Los estudios de
competencia interespecifica de estas especies son muy escasos y sugieren
que una vez establecidas las poblaciones, estas son bastantes resistentes a

las invasiones de otras especies algales. Esto es probablemente debido a la
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capacidad de regeneracion de los ejes rastreros y este efecto se incrementa
cuando se combina con algas coralinas al aumentar la capacidad de sobrevivir
y producir ejes erectos.

La topografia del sustrato es un factor que afecta a la distribucion de las
plantas de Gelidium, siendo mayor su abundancia en los salientes rocosos y
superficies de gran inclinacién que en las superficies planas (Tseng 1947;
Barilotti 1980; Santos 1993). En el caso de G. canariense, también se ha
podido comprobar este tipo de distribucidon. Segun Barilotti (1980) la mayor
presion de los herbivoros en las zonas planas puede ser la principal razén
explicativa de esta situacion. Ademas, suelen ser especies sensibles a la
polucién la cual y en el caso de G. robustum le afecta disminuyendo
considerablemente su crecimiento como lo demostré Barilotti (1980) al
transplantar individuos a un area sometida a la influencia de vertidos urbanos.
La progresiva contaminacion de las aguas costeras en Japén ha incidido de
forma negativa sobre los mantos comerciales de Gelidium (ITC 1981). En el
caso de G. sesquipedale, se ha comprobado que la excesiva sedimentacion
afecta negativamente a esta especie (Palminha et al. 1982; Salina 1987;
Santos 1993). Katada (1955), ha sefalado el deterioro de plantas jovenes de
G. amansii motivado por la presencia de lodo y arena.

2.1.3. Caracteristicas oceanograficas del area de estudio.

Las Islas Canarias constituyen un archipiélago atlantico africano situado
entre los paralelos 27°40’ y 29° 25’ N y los meridianos 13°25’ N y 18°16’ O al
Norte del Trépico de Cancer, a unos 115 Km de la costa de Marruecos.

La naturaleza volcanica del archipiélago canario se pone de manifiesto
en la falta de plataformas insulares notables, ya que estas se elevan
bruscamente desde el fondo oceanico, alcanzandose profundidadés de
aproximadamente de 3000 m entre algunas de ellas. Por eso, los 200 m se
alcanzan a poca distancia de la costa, con un ancho maximo de 30 Km al

suroeste de Fuerteventura, norte de Lanzarote y un minimo de 100-200 m en
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puntos del Hierro y La Palma (Bacallado ef al. 1994). La acusada inclinacion de
los fondos hace que predominen los fondos duros. Las areas de sedimento,
principalmente arenas detriticas, arcillas Y conchas, estan bastante
restringidas, siendo mas abundantes en las islas orientales, haciendo mas
diversos y complejos los fondos del litoral canario. El sustrato rocoso, por
consiguiente, estd ampliamente difundido, siendo en general, irregular y
abrupto, con numerosos roques, bajas, paredes, cuevas, etc. (Bacallado ét al.
1993).

Las caracteristicas oceanograficas de las Islas Canarias estan
condicionadas por la corriente de Canarias, los vientos alisios y la zona de
afloramientos de la costa norteafricana. La corriente tiene una direccion
predominante SSO y, al atravesar los canales que quedan entre islas, donde se
alcanzan profundidades de hasta 3600 m, experimenta una aceleracion que
genera una serie de remolinos ciclonicos al suroeste y anticiclonicos al sureste
de las islas (Pérez-Martell 1988; Sangra 1995). Como resultado de este
esquema general de circulacién, las aguas que llegan a Canarias desde
latitudes mas septentrionales, generan un ambiente marino global mas frio que
el que cabria esperar en virtud de la latitud geografica, con temperaturas de

caracteristicas calido-templadas y sin grandes variaciones estacionales.

El régimen de vientos en la region de Canarias esta dominado por el
sistema de los alisios y sus variaciones estacionales. En primavera y verano los
vientos son constantes y relativamente fuertes (30 Km/h) y provienen del
noreste. En otofio e invierno, los vientos son generaimente mas débiles y mas
variables en direccion (Medina 1995). Las condiciones atmosféricas y los
movimientos de la capa de mezcla determinan la dinamica de las aguas

superficiales (hasta 150 m de profundidad).

La temperatura superficial del agua oscila entre 17 °C en marzo- abril y
24 °C en septiembre- octubre (Medina 1995). Para una misma época del afio
se pueden encontrar diferencias de hasta 2 °C entre los extremos del
Archipiélago, localizandose las aguas mas frias en las islas orientales. Existen

afloramientos locales asociados a zonas de mayor productividad, en torno a ia
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- isla de Gran Canaria, Fuerteventura y el norte de La Palma (Aristegui 1990;
Aristegui et al. 1997).

La presencia de la corriente y el viento, unida a la escarpada orografia
de las islas determina una zona de calma (estela) a sotavento de las islas mas
montafiosas, las islas centrales (Gran Canaria y Tenerife) y occidentales (La
Palma, La Gomera y El Hierro) y la peninsula de Jandia, en Fuerteventura (La
Violette 1974; Medina 1995).

Las aguas ocednicas que rodean el archipiélago se consideran
oligotréficas, como es caracteristico en las latitudes subtropicales (Hermnandez-
Ledn 1988b; Aristegui et al. 1989) y existe un gradiente este-oeste debido al
afloramiento en la costa africana (Braun et al. 1986; Aristegui 1990).

La distribucién vertical de temperatura del agua en torno a Gran Canaria
revela la presencia de una termoclina estacional, que se forma en junio y julio,
entre los 50 y 120 m de profundidad (De Le6n & Braun 1973; Aristegui et al.
1989). Las aguas superficiales se mezclan sélo durante el invierno, lo cual
origina un bloom de fitoplancton a finales del invierno y comienzo de la
primavera, que es de corta duracién debido a que los nutrientes se agotan
rapidamente (De Le6n & Braun 1973; Aristegui et al. 1989).

La salinidad oscila muy poco en los primeros metros de la columna de
agua. Llinas et al (1993) observaron valores de salinidad que oscilan entre los
36,54 y 36,64 USP en los primeros 100 m.

Estudios realizados con boyas lagrangianas a 60 millas de costa durante
un afio para estudiar la circulacion superficial en el area de Canarias
(Villagarcia et al. 1999) han demostrado dos tendencias: cuando no soplan los
alisios las boyas pasan a través de los canales entre islas y durante la época
de fuerte alisios (Mayo-Junio) las boyas se desplazan en direccion oeste,
evitando entrar entre en el archipiélago. La circulacién superficial costera puede

ser totalmente opuesta pero hasta el momento no existen estudios publicados.
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Las mareas son semidiurnas, siendo el rango de mareas moderado, con
niveles medios para marea alta de 2 m y para marea baja 0.8 m (Freile-
Pelegrin 1996).

1 f
La conjuncion de factores geomorfologicos y oceanograficos determinan

una alta diversidad de organismos marinos y una relativamente baja biomasa
(Aguilera-Klink et al. 1994). |

2.2. Introduccién a la técnica de PCR.

La técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) o reaccion en cadena
de la polimerasa (Mullis & Faloona 1987) se ha convertido en una herramienta
imprescindible en el campo de la Biologia molecular tanto en investigacion
basica, como en aplicaciones de interés médico y comercial, incluyendo el
proyecto Genoma Humano y la secuenciacion del genoma de muchos
organismos, estudios de identidad genética, forenses, control industrial de
calidad y diagnéstico in vitro..., citindose en mas de 75.000 publicaciones

cientificas en los Gltimos ahos.

La técnica de la PCR consiste en la amplificacion millones de veces de
un molde (6 fragmento) de ADN o ARN. Esta técnica requiere muy poco
material de partida, por lo que cualquier molécula de ADN es susceptible de ser
amplificada casi independientemente de su concentracion en la célula o del
tejido del cual se obtenga. La quimica de la PCR se basa en la
complementariedad de bases del ADN. Cuando una molécula de ADN se
calienta suficientemente, los puentes de hidrogeno que estabilizan la doble
hélice se rompen y sus dos cadenas se separan. A este proceso se le conoce
como desnaturalizacién o fusion del ADN. Si la solucion de ADN se deja enfriar,
la doble hélice se restaura (renaturaliza) gracias a la complementariedad de

sus bases.

A la especificidad del reconocimiento que proporciona la
complementariedad de bases, la PCR anade la capacidad de replicacion del

ADN in vitro. Para ello es necesaria una enzima, la ADN-polimerasa, que en la
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célula cataliza la replicacion del ADN mediante la adicién de nucleétidos
complementarios de la hebra molde del ADN a un extremo 3' libre de la hebra
naciente. Esta enzima requiere, ademas de un ADN molde, un cebador, que es
un fragmento de ADN monocatenario que hibrida con el ADN molde, el cual
suministra el extremo 3' libre a partir del cual ocurre la polimerizacion, y la

incorporaci6n de los dinucledtidos trifosfato (ANTPs).

En una reaccion basica de PCR intervienen dos cebadores, que
consisten en oligonuclettidos sintéticos cuya secuencia es complementaria de
las regiones flanqueantes del ADN a ampliﬁéar. Cada uno de ellos hibrida con
una hebra distinté, de forma que ambos presentan su extremo 3' hacia el

interior de la regién a amplificar.

En presencia de una polimerasa de ADN, dinucleétidos (dNTPs),
magnesio y otros aditivos en un tampén apropiado, las dos hebras del ADN
son copiadas partiendo de los cebadores. Como resultado, nacen dos
productos mixtos con regiones de cadena doble y sencilla, que poseen en
comun un segmento de doble cadena, la regién diana a amplificar. Si se repite
el procéso en un segundo ciclo, nacen cuatro moléculas de ADN que también
poseen en comun la regién diana. A partil‘ de aqui en cada ciclo se duplica el

nimero de copias de la regioén diana.

Se pueden encadenar mas ciclos (30-40) de forma que las copias de la
region diana actian como un nuevo molde y por lo tanto aumentan la
amplificacion exponencialmente. Se calcula que después de 30 ciclos de PCR
se puede producir 1.000 millones de copias del fragmento diana. Cada ciclo

consta de tres fases:

1. Fusibn 6 desnaturalizacion de la doble hélice de ADN

conteniendo la secuencia a amplificar. Esto se realiza
simplemente calentando los viales entre 90-95°C durante 30 a 60

segundos.
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2. Hibridacion con la pareja de cebadores especificos. Los
cebadores no se pueden unir a las cadenas de ADN a elevadas
temperaturas, por lo que los viales se enfrian a 55°C. A esta
nueva temperatura el cebador se alinea a las cadenas de ADN y

se unen. Esto sucede en aproximadamente 20 segundos.

3. Elongacién de las cadenas nacientes, por medio de la ADN-
polimerasa. Tomando como molde el ADN existente, y a partir de

los cebadores, la enzima es capaz de duplicar el segmento diana.

Los primeros desarrolios de la PCR requerian afiadir polimerasa fresca
después de cada ciclo, pues ésta se inactivaba por calor en la fase de fusion,
que tiene lugar a 94°C. La introduccion ADN-polimerasas termoestables como
la Tag- polimerasa de Thermus aquaticus, supuso un gran avance, ya que
permite que toda la reaccién transcurra en el mismo vial tras una Unica adicion
inicial de la enzima. Este microorganismo vive permanentemente en un
ambiente de elevada temperatura, y por lo tanto su ADN-polimerasa es capaz
de sintetizar ADN a temperaturas superiores a 75°C. Su descubrimiento y
aplicacion a la técnica PCR ha constituido una mejora y automatizacion

fundamental de la técnica.

2.3. Amplificacién al azar de ADN polimérfico (RAPD).

La técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) o
amplificacion al azar de ADN polimérfico se basa exclusivamente en el uso de
la reaccion PCR (Williams ef al. 1990). Esta técnica consiste en la ampilificacion
al azar de fragmentos de ADN que se encuentran entre dos regiones
flanqueantes. Los cebadores (primers) que se utilizan son cortos (de 9 a 10
pb), y por lo tanto la temperatura de hibridacion es considerablemente baja (36°
C aprox.). Dado el tamafio de los cebadores existe una gran probabilidad de
que se encuentren varias regiones del ADN que sean complementarias a los

mismos.
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La obtencibn mediante esta técnica de un patrén de bandas
caracteristico del ADN objeto de estudio, nos permite conocer la existencia de
diferencias y comparar genomas entre individuos, poblaciones y especies. Los
principales polimorfismos RAPDs pueden ser originados de diferentes
maneras:

a) Insercion de un fragmento grande de ADN entre los sitios de
anclaje del cebador, de tal manera que el fragmento es
demasiado grande para que amplifique y se produce la ausencia
del fragmento.

b) Insercion de un fragmento pequefio de ADN entre los dos sitios
de anclaje del cebador. Tiene lugar un cambio en el tamafio del
fragmento amplificado y es dificilmente observable en la practica.

c) Delecién de un fragmento que contiene uno de los sitios de
anclaje del cebador originando la ausencia del fragmento.

d) Sustitucién de un nucledtido en los sitios de anclaje del cebador.
Origina la presencia o ausencia de un polimorfismo y/o el cambio

de tamaiio del marcador.

El estudio de los polimorfismos genéticos sirve para analizar la
variabilidad y la estructura genética de las poblaciones, y teniendo en cuenta la
actuacion a su vez de los diferentes factores microevolutivos intenta establecer
la historia evolutiva de la especie objeto de estudio. El polimorfismo obtenido a
partir del analisis directo de los genes, es un estimador menos sesgado de la
variabilidad genética que la variacion detectada a nivel de sus productos por €j.

isoenzimas (Stewart & Excoffier 1996).

La técnica de RAPD tiene ventajas considerables respecto a otros
marcadores moleculares. Por un lado se obtiene simultaneamente un nimero
virtualmente ilimitado de marcadores especificos para cada cebador y molde
empleado, obteniéndose una huella genémica (fingerprint) caracteristica y
relativamente variable. La muestra genomica obtenida puede ser mas
representativa que la obtenida con otras técnicas moleculares (por ej.
aloenzimas). Esta propiedad evita el problema potencial de muestreo de loci,
que presentando historias evolutivas comunes, pueden producir diferentes
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patrones polimérficos (Sunnucks 2000). Otras ventajas es que no necesita un
conocimiento previo del genoma de la especie a estudiar y requiere poca
cantidad de material bioldgico, por lo que es una técnica no destructiva, ideal
en estudios de poblaciones de especies amenazadas (Gibbs et al. 1994,
Rossetto et al. 1995; Neuffer 1996; Bouza et al. 2002). Ademas, tiene un
relativamente bajo coste econdémico y es rapida, lo que permite comparar
multitud de muestras diferentes y es por tanto, muy atii en genética de
poblaciones (Williams et al. 1990; Hadrys et al. 1992; Hillis et al. 1996).

Poco se sabe de la naturaleza de la secuencias de ADN amplificadas
mediante esta técnica, pero ia mayor parte de los fragmentos parecen
corresponder a regiones no codificadas, por lo que probablemente se
constituyen como marcadores neutrales. Segun Sunnuncks (2000) los
marcadores moleculares neutrales pueden ser muy potentes en el anélisis de la
diferenciacion genética existente. La carencia de segregacion en los
marcadores RAPD no es mucho mayor que en aloenzimas (Isabel ef al. 1995)
especialmente en cruces intraespecificos (revision en Jenczewski et al. 1997)
Wu et al. (1999) en un estudio minucioso demostré que probablemente la
mayoria de los marcadores RAPD derivan del ADN nuclear y por tanto, estan

sujetos a la herencia Mendeliana.

Sin embargo, el mayor problema asociado a esta técnica es la
naturaleza dominante de los marcadores obtenidos, por lo que la variacién
detectada mediante los mismos no permite distinguir los genotipos de cada
individuo, y consecuentemente existe una limitacion en la informacioén genética
obtenida. Por otro lado, es necesario realizar diversos controles técnicos
exhaustivos que permitan aumentar el grado de reproducibilidad de las bandas
amplificadas, debida a la baja especificidad de las reacciones como
consecuencia de la baja temperatura de hibridacién y el uso de cebadores
cortos. El patréon de bandas obtenido en unas mismas condiciones no siempre
es constante, sobre todo desde el punto de vista cuantitativo (Yu & Pauls 1992;
Schierwater & Ender 1993). Este ha sido el hecho apuntado por van Oppen et
al. (1996) como principal razén para el abandono de la técnica en muchos

laboratorios. Sin embargo, actualmente los problemas iniciales de baja
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reproducibilidad han sido encauzados adecuadamente y en la mayoria de los
casos resueltos mediante mejoras en la técnica e interpretaciéon del patrén de
bandas (Nybom & Bartish 2000). Skroch & Nienhuis (1995) postuléron que los
valores de reproducibilidad son muy dependientes de la uniformidad de las
condiciones de amplificacion, asi como de la intensidad relativa de la banda

amplificada.

Otra problema potencial es la carencia de homologia entre marcadores
de igual peso molecular, de tal forma que aunque presenten la misma
movilidad en el gel, estos pueden representar fragmentos distintos del genoma,
de aqui que se recomiende analizar una gran cantidad de cebadores (Hadrys et
al. 1992; Hillies ef al. 1996). Pero numerosos estudios han demostrado que
fragmentos co-migrantes son idénticos a nivel intraespecifico (Lanner-Herrera
et al. 1996; Rieseberg 1996; Wu ef al. 1999). Finalmente, los RAPD tienen el
problema de interdependencia de marcadores, es decir que dos fragmentos
con diferente peso molecular pueden proceder de la misma regién del genoma,
debido a una pequefia insercidon de un fragmento de ADN (Stam et al. 1995).

Existe un inconveniente afadido en el analisis de especies que
presenten individuos con distinta ploidia, debido a que la diferente ploidia
puede influenciar los resultados (van Oppen ef al. 1996; Alberto ef al. 1997). Al
comparar patrones RAPDs de individuos diploides se puede sobrestimar la
similaridad entre estos, debido al caracter dominante de los marcadores RAPD,
que imposibilita distinguir entre homocigéticos y heterocigéticos. Por otro lado,
al comparar los individuos de diferente ploidia se puede originar una falsa
variacion relacionada con el equilibrio cebador y los sitios de reconocimiento
del ADN. Los individuos esporofiticos (diploides) poseen potencialmente mas
sitios de reconocimiento con el cebador que los individuos gametofitos
(haploides), este hecho puede originar que secuencias presentes en individuos

haploides y diploides sean apenas amplificadas en los individuos haploides.

A pesar de estas inconvenientes, las ventajas de RAPDs pesan mas que
los desventajas y los marcadores RAPD se erigen cada vez mas como una de

las herramientas mas dtiles en el conocimiento de la variabilidad vy
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- -estructuracion—genética-de -las--poblaciones--naturales;-revelando -patrones y
resultados generales similares a los obtenidos mediante las técnicas
isoenzimaticas (Isabel ef al. 1995; Aagaard et al. 1998; Buso ef al. 1998; Lee et
al. 2002).

2.4. Aplicacion de RAPDs en genética de poblaciones.

La seleccidn de una técnica depende de su capacidad de respuesta a
diferentes cuestiones, ademas de su ejecucion practica. Pero a veces, la
ejecucion combinada de dos 0 mas técnicas, puede determinar cual es la mas
apropiada para el estudio de la variacidbn genética en un nivel particular (van
Oppen et al. 1994; Waycott 1995).

Los RAPD Yy el analisis de variabilidad isoenzimatico, son claramente
métodos rapidos y econdmicos en comparaciéon con metodologias, requieren
de protocolos largos y complejos. Este hecho, beneficia la seleccion de estas
técnicas para los analisis de genética poblaciones, donde existe la necesidad
de procesar un elevado numero de muestras. Sin embargo, aunque las
isoenzimas se han utilizado exitosamente para analizar la estructura genética
de muchos organismos, estas no son las herramientas ideales debido al bajo
numero de loci disponibles y el escaso nivel de polimorfismo en las poblaciones
algales (Sosa & Lindstrom 1999; Valero et al 2001), es decir que niveles bajos
de polimorfismo entre individuos muy préximos pueden no ser identificados
(Waycott 1995).

Entre los diferentes métodos basados en el ADN, los marcadores
derivados de PCR obtenidos con cebadores inespecificos se han hecho
notablemente populares en las estimaciones de variabilidad intraespecifica.

Los métodos en los que no se requiere informacién de la secuencia del
genoma de las especies objeto de estudio, son métodos especialmente
adecuados en situaciones donde los estudios de genética molecular son
reducidos o inexistentes. Los marcadores RAPD han sido usados
extensivamente para la identificacion de hibridos (Elisiario ef al. 1999; Kuehn et

al. 1999; Neuffer ef al. 1999) y recientemente han incrementado su popularidad
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notablemente en estudios de poblaciones naturales (ver revisiones en: Bartish
et al. 1999a; Bussell 1999; Nybom & Bartish, 2000). En Ficologia, los RAPD se
han utilizado para la identificacion de especies, hibridos y diferentes morfotipos
(Patwary et al. 1993, Dutcher & Kapraun 1994; Patwary & van der Meer 1994,
Ho et al. 1995 a, b; Gonzalez et al. 1996; Meneses 1996; Lin-Sheng et al. 1998;
Park et al. 1998; Wang et al. 2000; Yeh 2000; Lim et al. 2001), ecotoxicidad
(Atienzar et al. 2000), variacién intraclonal (Meneses & Santelices 1999;
Meneses et al. 1999), difrenciacion ecotipica (Miller et al. 2000), analisis de
paternidad (Billot et‘ al. 1999), identificacibn de marcadores ligados al sexo
(Martinez et al. 1999), estudios biogeograficos (van Oppen et al.
1994,1995b,5996; Pakker et al. 1996; Lindstrom et al. 1997; Alberto et al. 1999)
y evaluacion de niveles y/o estructuracion de la variabilidad genética (Alberto et
al. 1997; Coyer et al. 1997; Valatka et al. 2000; Wright et al. 2000; Yue et al.
2000; Engelen et al. 2001; Faugeron et al. 2001; Meneses 2001; Yang ef al.
2001).

Aunque algunos autores (van Oppen et al. 1996, Coyer at al. 1997)
discrepan en el uso de los RAPDS para estudios geograficos a pequena escala
otros autores han comprobado su eficacia (Wright et al. 2000).

2.5. Extraccion y purificacion de ADN.

Los principales problemas en la extraccion de ADN en plantas en
general y en algas en particular son debidos a la combinacién de tres factores:
presentar paredes celulares débiles pero muy resistentes, tener un alto
contenido de polisacaridos en la pared celular, el cual es mas notable en
Faeofitas y Rodofitas (Saunders 1993) y presentar metabolitos secundarios

tales como los polifenoles (Mayes et al. 1992).

Muestras de ADN purificadas con métodos simples (extraccién organica)
o con métodos mas complejos (centrifugacion en gradiente CsCl) han originado
patrones de ADN reproducibles, sin embargo, en plantas y en animales
(moluscos) con altas concentraciones de polisacaridos se hace necesario
implementar nuevas formas de purificacion para obtener una amplificacion
eficiente (Bowditch et al. 1993).
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Debido al alto contenido de polisacaridos y polifenoles que presenta la
mayoria de las macroalgas, los cuales inhiben la ADN polimerasa, una
variedad de métodos de purificacion han sido utilizados: Ultracentrifugacion en
gradiente de densidad CsCl (Goff and Coleman 1988), electroforesis de
agarosa (Saunders 1993) o cromatografia (Parsons et al. 1990) y mas
recientemente, métodos de precipitacién selectiva con el detergente CTAB
(Shivji ef al. 1992, Patwary & van der Meer 1994) y con cloruro de litio (Hong et
al. 1992) han sido utilizados con éxito. En las algas rojas es comun la presencia
de ficobiliproteinas en la fase acuosa junto con el ADN después de la rotura del
tejido, por lo que es necesario la utilizacién solventes durante la extraccion que
prepurifican el extracto de ADN o la utilizacion de proteinasa K (Sosa & Oliveira
1992). Los solventes mas utilizados son mezclas de fenol, cloroformo e isoamil
alcohol. El fenol y el cloroformo desnaturalizan las proteinas, mientras que el
isoamil alcohol reduce la espuma facilitando la separacién de la fase acuosa y

la fase organica.

Tanto la cantidad como la calidad del ADN es un factor muy importante a
tener en cuenta en la amplificacion del ADN y ademas la calidad del ADN esta
intimamente ligada a la reproducibilidad de los patrones de RAPDs (Williams et
al. 1993; Wolff et al. 1993).

Los acidos nucleicos se unen al hidroxiapatito gracias a las interacciones
entre los grupos fosfatos del esqueleto de polinucledtidos y los residuos de
calcio de la resina. Los acidos nucleicos unidos pueden ser recuperados con
tampones de fosfato de elevada concentracién a temperaturas de 60° C. Las
cadena simples de ADN se unen mas débilmente que las cadenas dobles y son
extraidas a concentraciones de fosfato mas bajas. Por esto la cromatografia en
hidroxiapatito puede ser usada para separar cadenas simples de ADN de las
cadenas dobles o de los hibridos ADN:ARN.

La absorcion diferencial del hidroxiapatito y ADN ha sido utilizado en
algas para purificar ADN de los polisacaridos por Parsons et al. (1990) y

Villemur (1990). El principal inconveniente es concentrar los acidos nucleicos
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- con tampones de fosfato de elevada fuerza i6nica y utilizar una vez que los

iones fosfatos hayan sido retirados de la solucion.

El sistema clean-up de ADN (Wizard, Promega) es un sistema de
purificacién de ADN circular y lineal de tamafio comprendido entre 200 y 50000
bp. Este sistema elimina sales, mononucleétidos y las diversas proteinas como
enzimas de restriccion, incluyendo las estables a altas temperaturas, fosfatasas

y quinasas, ADN polimerasas, exonucleasas y endonucleasas.

Este sistema presenta ventajas dado que es un método muy simple y
efectivo. El tiempo de realizacién por muestra es de 15 minutos y ademas
permite procesar un gran numero de muestras a la vez, lo cuél es ideal en
estudios de genética de poblaciones y sistematica que generalmente requieren
analizar un gran numero de individuos. Se ha demostrado que se recupera el
100 % de ADN (plasmidos de 3 kb) utilizando volimenes de elucion de 50 pl.
Otra ventaja es la no utilizacion de solventes organicos altamente téxicos
(fenol, cloroformo, mercaptoetanol) ni tampoco la precipitacion con etanol. La

principal desventaja es el elevado coste.

La concentracion de ADN de las muestras se puede determinar por
fluorescencia inducida por UV en un gel de agarosa al 1 % o bien utilizando la
técnica de espectrofotometria. En el primer método la intensidad de la
fluorescencia inducida por luz ultravioleta y emitida por las muestras de ADN
tefiidas con bromuro de etidio, es proporcional a la masa total de ADN. Este
método nos permite al mismo tiempo que, cuantificamos el ADN y observamos
su estado (degradacién), detectar la presencia del ARN (Sambrook et al. 1989).
Por otro lado, aunque es menos preciso para la cuantificacion de ADN puro que
los métodos de espectrofotometria, se recomienda si las cantidades de ADN
son del orden de nanogramos y éste esta contaminado con proteinas o ARN.
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2.6. Amplificacién de ADN en macroalgas marinas.

La sintesis de ADN in vitro depende del perfil de temperatura del
termociclador (temperatura de desnaturalizacién, hibridacion y elongacion) y de

la concentracion de los componentes de la reaccion de amplificacion.

La concentracion de ADN es una variable que se debe optimizar siempre
comprobando el nivel de backgroundy los cambios en los patrones de bandas,
eligiendo el patron mas estable de marcadores (Weising ef al. 1995). Weising
et al. (1995) recomienda concentraciones de ADN entre 5y 200 ng/25 pl.

Tanto la céhtidéd como la calidad del ADN objeto de estudio es muy
importante. En cuanto a la calidad pueden existir agentes inhibidores en la
muestra de ADN que inactivan la enzima ADN polimerasa responsable de la
amplificaciéon. Las algas tienen un alto contenido de polifenoles, los cuéales son
altamente quelantes del cofactor (Mg?*) de la ADN polimerasa. Ademas, este
cofactor puede ser complejado por varios compuestos presentes en la reaccion
de amplificacion: grupos PO.% de los deoxinucledtidos trifosfatos y el EDTA,
procedente tampén de almacenamiento: TE 1X (10 mM Tris pH 7.3; 1mM
EDTA). Por esta razén la concentracién de Mg?* debe ser siempre mayor que la
de dNTPs. Este parametro puede variar incluso en la amplificacion de una
misma regién diana del ADN con diferentes cebadores por lo que tiene una
enorme influencia en la reaccién de amplificacién (Saiki 1989). La

+

determinacion empirica de la concentracion de Mg #* es un método muy

popular de optimizacion de la técnica de PCR.

Los RAPDs se caracterizan por baja especificidad originada por el uso
de cebadores cortos (9-11pb) y temperaturas de hibridacion bajas. La
utilizacion de temperaturas de hibridacion bajas tiene el inconveniente de que
se originan emparejamientos cebador-ADN molde incompletos o incorrectos,
que dan lugar a bandas artefacto en la amplificacion. Esto se puede solventar
eligiendo cebadores con un alto contenido de bases GC que admiten

temperaturas de hibridaciéon mas elevadas, lo que se traduce en una
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- hibridacién mas especifica cebador-ADN molde y en un mayor rendimiento de

la amplificacion.

Temperaturas de hibridacion de 35 o 36 °C son las mas utilizadas con
cebadores de 9, 10 y 11 bases (Bowdiich et al. 1993). En algas, la temperatura
de hibridacién de 36 6 37 °C y entre 35 y 45 ciclos de amplificacién (Patwary et
al. 1994, Ho ef al. 1995, van Oppen ef al. 1996, Alberto ef al. 1997, Lindstron et
al. 1997, Park ef al. 1998) son los valores mas comunes para estas variables. -

El primer paso de desnaturalizacién se requiere para una completa
separacion de la cadena de ADN. Cuanto mayor sea el contenido de G-C en la
hebra de ADN, temperaturas mayores seran necesarias para su
desnaturalizacién, sin embargo la Tag ADN polimerasa puede perder

parcialmente su actividad.

Hillis et al. 1996 recomienda afadir aditivos (BSA, DMSO, gelatina,
Tween-20, etc.) a la reacciéon de amplificacion para mejorar la estabilidad de la
enzima, reducir los problemas de estructura secundaria y favorecer la

hibridacién cebador- ADN molde.

Por otro lado, para establecer el nimero de cebadores a emplear en un
estudio, es necesario hacer primero un estudio preliminar con un elevado
nimero de cebadores. En este sondeo se eligen aquellos cebadores que
presentan patrones con un elevado numero de bandas polimoérficas,
reproducibles y con buena resolucién. Se hizo una revisiéon bibliografica del
namero de cebadores empleados en el estudio preliminar, encontrando valores
entre 10 (James & Ashburner, 1997) y 140 (Nesbitt et al. 1995) y para el
numero de cebadores utilizados finalmente, valores entre 2 (Stewart & Porter
1995) y 38 (Sulaiman & Hasnain 1996).

2.7. Reproducibilidad de patrones de RAPD.

Los marcadores RAPD presentan problemas de reproducibilidad
inherente a la técnica, dado que su fundamento se basa precisamente en la
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baja especificidad de la hibridacién originada por la utilizacion de cebadores

cortos y temperaturas de hibridacién bajas.

Los estudios de reproducibilidad de RAPDs (Welsh & McClelland 1990;

Bassam ef al. 1§92; Devos & Gale 1992; Yu & Pauls 1992; Bischer et al. 1993; '

Ellsworth et al. 1993; Benter et al. 1995; Bielawski et al. 1995; Regli ef al. 1995)
consideraban la concentracion de ADN, de cloruro de magnesio, de cebador y
de Tag ADN polimerasa, asi como el perfil de temperaturas y el nimero de
ciclos los factores mas importantes para la reproducibilidad de los patrones de
RAPDs. Estudios posteriores han puesto en evidencia que la calidad del ADN
(Mizukami et al. 1998; Micheli et al. 1994), asi como los cebadores, la marca de
Tag ADN polimerasa y la del termociclador también influyen en la
reproducibilidad de los patrones de RAPD (Meunier & Grimont 1993; He et al.
1994). Estudios similares sobre el efecto de la concentracion de ADN, los
cebadores y los termocicladores han sido documentados por MacPherson et al.
(1993) y Schierwater & Ender (1993). Otros factores, tales como el nivel de
ARN., la inclusién de dimetil sulfoxido (DMSO) y de tetrametil amonio de cloro
(TMAC) son también conocidos por su efecto en la amplificacion en PCR (Shen
& Hobn 1992: Vierling & Nguyen 1992; Pikaart & Villeponteau 1993).

Este problema se debe tener en consideracion si se comparten datos
entre Iaboratorios (Penner et al. 1993; Hoffman & Bregitzer 1996; Jones ef al.
1997), si se comparan datos obtenidos a lo largo de un periodo de tiempo
(Pérez et al. 1998) o si las reacciones de amplificacién son elaboradas por
distintos investigadores (McEwan et al. 1998). McEwan et al. (1998) sefiala el
volumen final de las reacciones de amplificacién, como un factor critico en la
amplificacion. Estos autores realizaron un estudio de reproducibilidad de
patrones de RAPD entre distintos investigadores y postularon que la falta de
reproducibilidad de los patrones, es debida a la pequefia variacion generada
por la técnica de pipeteo de los diferentes investigadores, la cual genera
diferencias acumulativas en los distintos compuestos de la reaccion de
amplificacion y recomiendan que la reaccién de amplificacién sea siempre

realizada por el mismo investigador.

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran Ci

© Unive



Introduccion ' 31

El problema de reproducibilidad se puede minimizar mediante una
técnica experimental muy cuidadosa (Sun & Wong 2001) que implica
estandarizar los experimentos al maximo, es decir, realizar cocteles de
amplificacién para cada cebador, realizar las reacciones duplicadas de manera
simultanea y ser siempre el mismo investigador el que realiza las reacciones de

amplificacion.

Skroch & Nienhuis (1995) analizaron el impacto de la reproducibilidad de
los patrones RAPD en las estimaciones de distancias genéticas y concluyeron
que, aunque puedan existir diferencias fisicas y estadisticas, estas no son lo
suficientemente significativas para dar lugar a diferencias mayores en las
distancias genéticas que las esperadas por azar. Los resultados de la
comparacion de las distancias genéticas basadas en datos no replicados, con
las distancias genéticas obtenidas de datos replicados, fueron consistentes con
la hipotesis de que las dos matrices de datos representaban muestras al azar
de la misma poblaciéon. Los fallos en la reproducibilidad de la distintas
amplificaciones puede reflejar la sensibilidad de la amplificacion a variaciones
muy sutiles en el ambiente de la reaccion y no la invalidez de los datos.

2.8. Metodologia de bulks poblacionales.

Uno de los posibles métodos para realizar un analisis interpoblacional es
comparar los patrones de RAPD entre un nimero definido de individuos de
cada una de las poblaciones a estudiar. Yu & Pauls (1993) propuso un método
mas rapido y econémico para el estudio mediante RAPDs de poblaciones
heterogéneas de Medicago sativa. Estos autores utilizaron una mezcla o pool/
de muestras individuales de ADN (bulked DNA) de cada poblacién como
muestra representativa de las propiedades genéticas de cada poblacion
postulando que aunque se pierda una parte de informacion genética, los
patrones de RAPDs obtenidos a partir de los bulks poblacionales, representan

los atributos genéticos mas comunes de las poblaciones.

La utilizacion de esta técnica en RAPDs presenta importantes ventajas,
en cuanto al ahorro de tiempo y costes. En especies con ciclos haplo-diplontes,
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presenta una ventaja afiadida, porque evita los problemas derivados del

analisis de individuos con diferente ploidia.

Gelidium canariense y G. arbuscula presentan un ciclo con alternancia
de generaciones. La ploidia de los individuos sélo se puede distinguir cuando
los individuos estan fértiles a excepcion de los gametofitos masculinos
(haploides) que no se han podido caracterizar hasta el momento. Al comparar
patrones RAPDs de individuos diploides se puede sobrestimar la similitud entre
estos, debido al caracter dominante de los marcadores RAPD, que imposibilita
distinguir entre homocigéticos y heterocigoticos (van Oppen et al. 1996).
Ademas, las poblaciones presentan un bajo nimero de individuos haploides
(gametofitos femeninos) y no permitié llevar a cabo inicialmente un analisis de
variacion genética entre gametofitos femeninos. Por otro lado, la comparacion
de individuos de diferente ploidia puede originar una falsa variacion genética
relacionada con el equilibrio cebador y los sitios de hibridacion en el ADN. Los
individuos esporofitos (diploides) tienen potencialmente mas sitios de
reconocimiento para el cebador que los individuos gametofitos (haploides), este
hecho puede dar lugar a que secuencias presentes en ambos individuos,
haploides y diploides, apenas sean amplificadas en los individuos haploides
(Stam et al. 1995; Alberto et al. 1996). El elevado numero de individuos
clasificados como desconocidos (infértiles) junto con el caracter dominante de
los RAPD, hace imposible distinguir si un fragmento de ADN es amplificado a
partir de un locus homocigoético o heterocigético (Willians et al. 1990; van
Oppen et al. 1996).

El analisis de bulks poblacionales ha sido utilizado de manera exitosa
para establecer las relaciones genéticas entre poblaciones vegetales de alfalfa
(Medicago sativa) por Yu & Pauls (1993) y en el alga roja, Gelidium
sesquipedale por Alberto et al. (1997,1999). Estos autores obtuvieron para
diferentes bulks poblacionales formados con 15 individuos de una misma
poblacién de G. sesquipedale, distancias genéticas mucho mas bajas, que las
distancias genéticas obtenidas en bulks poblacionales de diferentes

poblaciones. Estos autores sugieren que los bulks poblacionales formados por
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15 individuos de G. sesquipedale se puede considerar como una muestra

representativa de cada poblacion.

De hecho, al comparar los marcadores mas habituales para la mayoria
de los individuos, con aquellos marcadores que sélo se encontraban presentes
en unos pocos individuos, estos Ultimos no amplificaban, debido a que
representan una pequefia proporcion del total del ADN. Michelmore et al.
(1991) encontré que los marcadores RAPD raros no pueden detectarse en los
bulks poblacionales cuando la muestra de ADN de la que derivan representa
menos de un 10% de la muestra total de ADN. Por lo tanto, la metodologia de
bulks sélo revela los marcadores poblacionales bien conservados, es decir,
aquellos que mejor caracterizan las poblaciones. De esta manera, se reducen
las bandas débiles, las cuales presentan una menor reproducibilidad. A su vez,
esto ultimo, puede ser una ventaja porque las bandas débiles contribuyen al
error de interpretacién dado que enmascaran la sefial de RAPDs a escalas
geogréﬁcas muy cortas (van Oppen et al. 1996; Alberto ef al. 1999).

En resumen, la metodologia de bulks poblacionales presenta ventajas,
ya que permite evaluar las propiedades genéticas mas comunes de las
poblaciones de una forma muy eficiente, rapida y econémica, dado que en
lugar de realizar 15 amplificaciones individuales para cada poblacion a estudiar,
solo se realiza una amplificacién por poblacién. Y en especies con ciclo de
alternancia de generaciones, evita los problemas derivados de la comparacién
de individuos con distinta ploidia. Las principales desventajas, es la pérdida de
informacion que genera, a la vez que soélo permite hacer andlisis

interpoblacionales.
2.9. Niveles de diversidad genética.

En los estudios iniciales realizados con marcadores RAPD y como
consecuencia de la naturaleza dominante de éstos, se utilizaba Unicamente
indices de similaridad para comparar poblaciones o especies. Estos indices,
aunque informativos, son menos potentes que los parametros genéticos

clasicos. Los intentos iniciales para distinguir heterocigéticos de homocigéticos
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basandose en la intensidad de las bandas han sido abandonados y por eso,
los marcadores RAPD se siguen considerando marcadores de herencia
dominante (Nybom & Bartish 2000). Para solventar el problema de la

dominancia se han hecho dos tipos de aproximaciones derivadas de dos
1 f

interpretaciones distintas de los datos.

En primer Iugallf la aproximacion multilocus mediante la cual el perfil o
patrén de bandas individual se considera el fenotipo muitilocus del individuo en
cuestion. Este tipo de aproximacion ha derivado de la interpretaciéon de datos
mediante analisis de principales coordenadas y de cluster. Los estudios
resultantes han sido .muy informativos y las correlaciones entre distancias
geograficas y genéticas son a veces mayores que los obtenidos con
isoenzimas (Diaz et al. 1999) o con caracteres morfoloégicos (Brunell & Whitkus
1997). Faugeron et al (2001) en individuos haploides, considera el perfil de
bandas de cada individuo como el genotipo multilocus, a partir del cual calculan
frecuencias genotipicas. Estos autores sefialan que examinando la diversidad
de un genotipo multilocus se puede analizar la importancia de Ila
recombinacién. En especies que presentan reproduccion asexual
exclusivamente, la diversidad genotipica es el resultado de los efectos
combinados de mutacién y migracién, mientras que en especies alégamas la

recombinacién es al principal fuente de diversidad.

En segundo lugar es la aproximacién monolocus en la cual se considera
cada marcador como un locus separadamente y cada uno con dos alelos (uno
presente y otro ausente). En comparaciéon con otros marcadores obtenidos
mediante técnicas codominantes, los marcadores loci de RAPD sélo pueden

ser bi-alélicos (una banda esta presente o ausente).

En especies con un alto grado de autofecundacion, el efecto de
dominancia es minimo y la aproximacién monolocus es considerada apropiada
para conocer la estructura genética de las poblaciones (Ferguson et al. 1998).
En especies con reproduccion cruzada, es necesario asumir el equilibrio

Hardy-Weinberg para hacer este tipo de aproximacion (Nybom & Bartish 2000).
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Estudios isoenzimaticos previos en Gelidium canariense y en Gelidium
arbuscula mostraron una variabilidad interpoblacional genética alta, mientras
que dentro de las poblaciones fue baja (Sosa & Garcia-Reina 1992, 1993).
Estos autores sugirieron una reproduccion asexual predominante y el efecto
fundador como -principales causas. Sin embargo, se ha observado que la
diversidad genética en las poblaciones clonales de plantas superiores es
grande, por lo que sugiere que en poblaciones bien establecidas una pequefa
tasa de reproduccion sexuada es suficiente para mantener la diversidad

genética (Eriksson 1993).

La diversidad genética detectada mediante marcadores moleculares
puede medirse empleando diversos indices de diversidad genética

(polimorfismo, indice de Shannony diversidad génica) e indices de similitud.

2.9.1. Indices de diversidad genética.

Polimorfismo

Constituye una aproximacion multilocus, definido también como la
proporcién de marcadores 0 loci polimoérficos (P), cuantifica el nimero de
marcadores variables en una poblacion, y se calcula dividiendo el nimero de
marcadores polimérficos de una poblacion y el numero total de marcadores

analizados.

indice de Shannon.

El indice de Shannon fue originalmente propuesto como medida de la
informacion contenida en un cédigo (Shannon & Weaver 1949; Lewontin 1972).
En el contexto de los marcadores RAPD, es una medida de la diversidad
fenotipica presente en el conjunto de datos y es insensible al sesgo producido
por la indeteccion de los individuos heterocigotos (Dawson et al. 1995). Este
indice constituye un método alternativo (monolocus) para cuantificar y dividir la

diversidad genética.
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Diversidad génica.

La diversidad génica en diploides (Nei 1987), es la probabilidad de que
dos alelos cogidos al azar en una poblacién sean diferentes y en individuos
haploides, es la probabilidad de que dos haplotipos cogidos al azar sean
diferentes. La diversidad génica equivale a la heterocigosidad que se esperaria
en una poblacion si ésta estuviese en equilibrio de Hardy-Weinberg, es decir la
heterocigosidad esperada. Se calcula para cada locus o marcador segun la
formula: DG = 2pg, siendo p la frecuencia del alelo observado y q la frecuencia
del alelo invisible o nulo en la poblacién. La heterocigosidad esperada de una
poblacion es la media de los valores obtenidos para cada cebador en dicha

poblacion.

2.9.2. Indices de similitud.

Los indices de similitud indican el grado de semejanza entre los entes a
comparar. El coeficiente Jaccard (Jaccard 1908) y el coeficiente de Dice (Nei &
Li 1979) consideran solo la presencia de bandas, mientras que el coeficiente
SM 6 Simple Matching coefficient (Sneath & Sokal 1973) tiene en cuenta como
evidencia de similitud, tanto la presencia como la ausencia de bandas.
Considerar la ausencia comun de bandas como similitud, puede conducir a una
sobreestimacion de similaridad genética (Apostol et al. 1993; Rossetto et al.
1995), aunque también puede existir algin margen de error cuando se
considera la presencia de bandas como evidencia de secuencia semejante,
dado que los marcadores RAPD comigrantes, no tienen porque tener
secuencias homologas. Este problema debe ser considerado especialmente
cuando se analizan similaridades entre miembros de niveles taxondmicos
elevados (Hadrys et al. 1992). En estudios recientes (Lannér-Herrera et al.
1996; Rieseberg 1996; Wu et al. 1999) han demostrado homologia posicional

de los marcadores a nivel intraespecifico.
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2 10. Diferenciacién genética entre poblaciones.

El conocimiento del grado de variabilidad genética y su distribucion es
uno de los pnncnpales objetivos en genética de poblaciones. La mayoria de la
diversidad genética de las especies en ambientes naturales tiene una
estructura jerarqmca (Avise 2000), dividida en componentes intrapoblacionales
(dentro de la poblacnon) e interpoblacionales (entre poblacuones) a la vez que
esta relacionada con la cantidad de flujo genético (Slatkin 1987). El
conocimiento de estos componentes nos permite conocer su organizacion en el
espacio y, consecuentemente sugerir modos de accion encaminados a
preservar la mayor cantidad de diversidad genética posible. Por lo que no soblo
es importante determinar el nivel total de la diversidad genética de una especie,
sino conocer y analizar como esa variabilidad genética global de la especie se
distribuye y se estructura entre las diferentes poblaciones naturales. Esto es
fundamental en especies endémicas, especialmente en aquellas sujetas a
programas de conservacion (Sosa et al. en revision) y en especies con un

interés econémico potencial.

El conocimiento de la estructura genética poblacional es esencial para el
entendimiento de las escalas en las cuales la dispersion, la deriva genética y la
seleccion actaan (Slatkin 1987). El mar es el ambiente continuo mas grande del
mundo, con un intercambio genético potenciaimente ilimitado. De acuerdo con
esto, muchas especies marinas bentonicas y sobretodo aquellas con estadios
larvales planctonicos, pueden dispersarse en distancias muy grandes, dando
lugar a pequefias diferenciaciones poblacionales a grandes escalas espaciales
(Palumbi 1992, 1994; Shulman 1998). Sin embargo, algunos aspectos hacen
que el flujo genético entre poblaciones sea menor de lo esperado, por ejemplo
las grandes profundidades (sistemas abisales) pueden ser auténticas barreras

geograficas.

La capacidad de dispersion, las caracteristicas del ciclo de vida (sistema
reproductivo) y la distribucion geogréafica son generalmente buenos predictores
de la estructura genética en un amplio rango de organismos (Ayre ef al. 1991;
Hunt 1993; Hellberg 1994, Doherty Qt al. 1995; Ayre et al. 1997a; McFadden
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1997; Murray-Jones & Ayre 1997; Ruckelshaus 1998). En los vegetales
terrestres, las especies alégamas, no-clonales y perennes, de distribucion
amplia exhiben una variacion intrapoblacional alta, mientras que la variacion
interpoblacional es baja (Loveless & Hamrick 1984; Hamrick & Godt 1996). La
reproduccién cruzada favorece el aumento de la variabilidad genética en la
pbblacién, incrementandose el componente de diversidad genética
intrapoblacional (Griffiths et al. 1993; Frankel ef al. 1995). Ademas, el flujo
genético entre individuos de diferentes poblaciones, provocaria la
homogenizacion de los acervos genéticos de las mismas, disminuyendo la
diversidad genética interpoblacional (Puertas 1992; Allphin et al. 1998; Hannan
& Orick 2000; Sosa 2001). Los invertebrados y peces con una dispersion
limitada suelen mostrar estructura genética a pequefia escala que varia desde
unos pocos metros a unos Km (Grosberg 1991; Doherty et al. 1995; Hellberg
1994:; Ruckelshaus 1998). Los rasgos biolégicos de las algas marinas sugieren
un patrén similar aunque la capacidad de dispersion de las algas marinas varia
ampliamente en funcion del sistema de cruzamiento y las estrategias del ciclo
de vida (Graham & Wilcox 2000).

Dada la naturaleza dominante de los RAPD, la estimacién de los
parametros poblacionales convencionales, tales como F-estadisticos y Gsr,
queda reducida a menos que se puedan hacer ciertas asunciones relativas a la
autofecundaciéon y frecuencia de homocigéticos nulos y su relacién con la
heterocigosidad (Clark & Lanigan 1993; Lynch & Milligan 1994). Otros métodos
para conocer la distribucion de la variacion genética son el indice de Shannon'y
el AMOVA.

2.10.1. Indice de Shannon.

Este indice constituye un método alternativo para dividir la diversidad
genética, en el que no es necesario asumir, ni se requieren estimaciones de
heterocigosidad. Ha sido utilizado en plantas para dividir la variabilidad
genética generada por diferentes tipos de marcadores como aloenzimas (Levin
1977; Brown & Weir 1983), IDNA (King & Schaal 1989; Gustafsson &
Gustafsson 1994), AFLPs (Travis et al. 1996) y RAPDs (Chalmers ef al. 1992;
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- Monaghan & Halloran 1996; Martin et al. 1996) y en algas con RAPDs (Engelen
et al. 2001). En algunos estudios se ha utilizado para comparar la distribucion
de la diversidad genética entre grupos de cepas agricolas y cultivos (Russell et
al. 1993: Dawson et al. 1995; Menkir et al. 1997) mientras que en otros, se ha
utilizado para comparar los niveles de diversidad dentro y entre las poblaciones
(Yeh et al. 1995; Cardoso et al. 1998). Sin embargo, el uso del indice no esta
estandarizado, por lo que las comparaciones entre estudios son dificiles de
realizar. El indice de Shannon que reconoce la naturaleza fenotipica locus por
locus, es el método mas adecuado para los analisis genéticos poblacionales
basados en RAPD (revisado en Bussell 1999).

2.10.2. Analisis de la varianza molecular.

El analisis molecular de la varianza molecular (AMOVA,; Excoffier et al.
1992), es una aproximacién multilocus, originalmente disefiado para haplotipos
RFLPs pero ha sido modificado para el uso con marcadores dominantes
(RAPDs) al considerar los fenotipos como haplotipos (Stewart & Excoffier 1996;
Huff ef al. 1993; Nesbitt et al. 1995; Tollefsrud et al. 1998; Martin et al. 1999).

El AMOVA, es basicamente una ampliacion del clasico analisis de la
varianza molecular (ANOVA) que utiliza como datos iniciales, las distancias
entre las observaciones, en lugar de los datos directos (brutos). Este analisis
calcula los componentes de la varianza molecular en los distintos niveles
jerarquicos considerados y comprueba la significancia de los mismos bajo la
hipotesis nula de que no existe estructuracion genética en las poblaciones. La
matriz de distancias puede ser de distancias fenotipicas, usada mas
cominmente, o de distancias genotipicas. Las matrices de distancias
fenotipicas mas utilizadas se calculan a partir de la distancia Euclidea
cuadrada, la distancia de Nei & Li o la distancia de Jaccard (Nybom & Bartish
2000). Los resultados obtenidos con los diferentes distancias son casi idénticos
(Huff et al. 1993; Aide & Rivera 1998; Jenczewski et al. 1999). En algunos
estudios, se han utilizado matrices de distancias genotipicas calculadas a partir
de las frecuencias alélicas inferidas para corregir la naturaleza dominante de
los marcadores RAPD (Stewart & Excoffier 1996; Jenczewski et al. 1999;
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Nebauer et al. 1999). Generalmente, los resultados obtenidos con las
distancias fenotipicas o genotipicas producen valores de Fsr altamente
correlacionados (Palacios & Gonzalez-Candelas 1997b; Jenczewski et al.
1999).

La mayor ventaja de este método radica en que las permutaciones
realizadas en el test de significancia soslayan la asuncién de normalidad
necesaria en el ANOVA clasico. Sin embargo, asume que las poblaciones se
encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg, y esto no se puede determinar con
marcadores RAPDs y por lo general, sblo las especies alébgamas estan en

equilibrio.

Las especies rara vez existen como una Unica unidéd panmictica en las
que sus individuos se cruzan al azar. En vez de esto, suelen estar distribuidas
en poblaciones diversas y discretas mas o menos separadas geograficamente
y entre las cuales existen diferencias genéticas. Es decir, existe algin nivel de
diferenciacion genética interpoblacional. El grado de diferenciacién genética
entre poblaciones naturales se puede cuantificar a traveés del coeficiente de
diferenciacion genética (Fst) (Slatkin 1985; 1987; 1994; Hartl & Clark 1997).

2.11. Estructuracion genética intrapoblacional.

La existencia de estructura genética dentro de una poblacion consiste en
la distribucion espacial o temporal no al azar de los genotipos en la misma, y es
una consecuencia de los patrones de cruzamiento existentes y de la magnitud
del intercambio génico inter- e intrapoblacional (Eanes & Kohen 1978; Weir
1996). Altas tasas de flujo génico interpoblacionales y una tendencia de
cruzamientos al azar disminuiran el nivel de estructuracion genética, mientras
que una obstruccion al flujo génico debido a la baja dispersion de gametos,
esporas y fragmentos vegetativos o la existencia de deriva génica generara
diferenciacion genética y una estructuracion diferenciada (Wright 1943; Levin &
Kerster 1974; Berg & Hamrick 1995). Por otro lado, una heterogeneidad
ambiental y la adaptacién a microambientes por medio de la seleccién natural

puede forzar el desarrollo de pequenas estructuras genéticas (Bradshaw 1972).
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En plantas, las especies autofecundantes, presentan un mayor grado de
diferenciaciéon interpoblacional que las especies con cruzamiento al azar
(Brown 1979; Hamrick ef al. 1979; Hamrick & Godt 1990), mientras que muchas
especies, anuales o perennes presentan diferenciacion genética en pequefias
distancias espaciales (Levin 1977, 1978; Schaal 1974; Linhard 1974; Hamrick &
Godt 1990).

En general, y en contraste con muchas especies de peces e
invertebrados, las alg‘as marinas no presentan grandes unidades panmiticas
(area donde tiene lugar un cruzamiento al azar entre los individuos) sobre
cientos a miles dé kilémetros, pero presentan una subdivision o estructuracion
genética a escalas espaciales mas pequefias, que van desde metros hasta
decenas de kildmetros. En algas benténicas se espera una subdivision
pronunciada y un tamario de poblacion efectivo bajo porque las semillas o las
esporas se asientan a pocos metros de la planta madre (Denny & Shibata
1989: Orth et al. 1994) incluso en habitats con régimes de corrientes fuertes.

La existencia de estructuras genética intrapoblacionales es un fenomeno
muy comun en las poblaciones vegetales terrestres (Linhart ef al. 1981; Sokal &
Watenberg 1983; Berg & Hamrick 1995; Takahashi et al. 2000; Bouza et al.
2002) y también se ha descrito en Pelvetia fastigata (Williams & Di Fiori 1996),
en Delisea pulcra (Wright et al. 2000) y en Caloglossa leprieurii (Zuccarello et
al. 2001).

Uno de los métodos que nos permite analizar la estructura genética
intrapoblacional es la autocorrelacion espacial. Este método nos permite
identificar los modelos de distribucién espacial (estructuras familiares) de la
variabilidad genética dentro de las poblaciones (Epperson 1993) e inferir la
capacidad de dispersion, la cual afecta a la capacidad de migrar tanto
espacialmente como temporalmente y esta relacionado con el ciclo de vida y

otros parametros demograficos.

Para ello se calcula la distancia genética existente entre cada par de

individuos y se compara con su separacién fisica. De esta forma, aquellos
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|nd|V|duos que compartan uno o ambos padres tendran una mayor relaciéon
genética entre si que con otros individuos de la misma poblacion que procedan
de padres diferentes. Si ademas la dispersién de una especie es baja, los

individuos emparentados genéticamente se distribuiran muy préximos en el
espacio, y por lo tanto se podra detectar una mayor correlacion entre los
individuos mas préximos, los cuales se encuentran incluidos en las clases de

distancia mas pequefias (Sokal 1979).
2 12. Estudios demograficos en macroalgas marinas.

En sentido estricto, una poblacion es un grupo de plantas de una
especie en particular viviendo en un determinado habitat bien sea natural o
artificial (Russell & Fielding 1981). En los estudios de dinamica poblacional y
demografia, son dos fundamentalmente los aspectos estudiados: densidad y
distribucion de la especie. Los estudios de dinamica poblacional se centran en
cambios de densidad de individuos, pudiendo definirse como “el estudio de los
cambios en el nimero de organismos en las poblaciones y de los factores que
influyen en dichos cambios; también incluye el estudio de las tasas de
pérdidas, de reemplazamiento de los individuos y de cualquier proceso
regulador que tienda a mantener estable dicho nimero o al menos impedir un

cambio excesivo” (Solomon 1969; Harper 1977).

Factores de diversa indole: fisicos (hidrodinamia, luz, temperatura,
salinidad), quimicos (nutrientes) y biologicos (competencia inter- e
intraespecifica, pastoreo de herbivoros) pueden ser muy variables en la escala
espacial y temporal y en consecuencia repercutir en mayor o menor grado en la
estabilidad de las poblaciones. El conocimiento de aspectos tales como:
biomasa, densidad, tasa de crecimiento, mecanismos de reproduccion,
fertilidad, natalidad y mortalidad, son basicos para adquirir un conocimiento
adecuado de los principales aspectos que regulan el funcionamiento de la

poblacién.

Los estudios sobre dinamica poblacional, ofrecen un interés indudable

para la adquisicién de conocimientos sobre las tasas vitales de fecundidad,
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- reclutamiento, supervivencia y crecimiento y aportan una base soblida para el
conocimiento de la estructura de la comunidad (Vadas & Norton 1982; Dayton
et al. 1984; Dayton 1985) permitiendo disefiar modelos matematicos, los cuéles
constituyen herramientas muy importantes para conocer las dinamicas
intrinsecas de las poblaciones. La aplicacion de estos modelos a problemas
concretos de manejo de recursos con interés economico, tales como la
optimizacién de estrategias de explotacion, son esenciales para el explotacién
racional de recursos en especies con interés comercial (Ang & De Wreede
1993: Chapman 1993; Santos & Nyman 1998; Aberg ef al. en revision). La
modelizacién demografica ha sido utilizada extensivamente en un numero
grande de animales y plantas. En Biologia de conservacion ha experimentado
un desarrollo rapido debido al incremento del numero de especies
amenazadas, sin embargo y aunque los estudios de dinamica poblacional y
demografia son fundamentales en los estudios de ecologia, estos toépicos han
sido menos tratados en macroalgas, aunque en los Ultimos afios el interés por
este tipo de analisis se haya incrementado notablemente (Ang et al. 1990;
Aberg 1992 a,b; Ang & De Wreede 1993; Chapman 1993; Santos 1993; Santos
& Nyman 1998; Engel et al. 2001; Aberg et al. en revision).

Una de las caracteristicas generales que presentan algunos vegetales
es la capacidad de crecimiento clonal mediante diferentes estrategias. Por ello,
en ocasiones es muy dificil definir un individuo y delimitar su separacién en

base a diferencias genéticas.

Muchas especies exhiben un crecimiento continuo y los individuos se
presentan como una extension continua, en la que es muy dificil determinar
donde acaba un individuo y empieza el siguiente. En Biologia vegetal se
definen como plantas cionales aquellas que estan formadas por unidades
producidas vegetativamente las cuales tienen capacidad de vivir
independientemente si son separadas de la planta madre. Segun Silvertown &
Charlesworth (2001) la planta entera, cuando se desarrolia a partir de un simple
zigoto o semilla es referida como clon diferente o distinto (genet sensus Harper
1977), la cual sera un Gnico genotipo. Una parte generada clonalmente de una
planta y con una existencia potencialmente independiente se le conoce como
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médulo o ramet (Harper 1977; de Kroon & van Groenendall 1997), los cuales
en Gelidium canariense se corresponden con los frondes individuales. Por el
contrario, las plantas no-clonales pueden carecer de las unidades (moédulos o

frondes) potencialmente independientes. En las plantas clonales la informacion

¢ ‘
de ambos niveles, es decir, la dinamica de clones diferentes y de frondes,

contribuyen a definir las caracteristicas ecolégicas y el potencial evolutivo de la
especie (Eriksson & Jerling 1990; Vuoriosalo et al. 1997). El nivel a estudiar
(clones diferentes 6 frondes) dependera de las hipotesis a comprobar en los

experimentos disefiados.

La dinamica de los clones diferentes en plantas clonales es mucho
menos conocida que la dinamica de médulos o frondes, debido principalmente
a la dificil identificacién de los individuos en las poblaciones maduras y
numerosas, a la larga vida de estos y a las posibles roturas de estos en
fragmentos clonales, incluyendo cada uno, dos o mas moédulos (Eriksson &
Jerling 1990; Eriksson 1993; Santos & Nyman 1998). Por el contrario, la
dinamica de los médulos o frondes ha sido mas estudiada debido a la facil
identificacion y a la corta vida de estos (de Kroon 1993; Hara 1994; Scrosati &
Serviére-Zaragoza 2000). Como ocurre normalmente, la dinamica de las algas
ha sido menos estudiada que la dinamica de plantas, a pesar de su relevancia
en ecologia (Round 1981; Lobban et al. 1985). ‘Los estudios de seguimiento de
la dinamica de clones en algas rojas clonales se han llevado a cabo sdlo
cuando los diferentes clones han sido facilmente identificables, es decir a
densidades muy bajas (May 1986, Dyck & De Wreede 1995y Scrosati 1998a) y
sélo Dyck & De Wreede (1995) hacen un seguimiento simultaneo de frondes y
clones distintos en reclutas de Mazzaella splendens. En Gelidium canariense
se han realizado estudios preliminares de crecimiento basados en la
elongacién de frondes (Betancort-Villalba & Gonzéalez-Henriquez 1991). Otros
estudios demograficos realizados en algas rojas estan basados en la longitud
del fronde y el namero de dicotomias de Chondrus crispus (Bhattacharya,
1985; Chopin et al. 1992) y en la longitud y/o el peso del fronde (Chondrus
crispus: Fernandez & Menéndez 1990; Gelidium sesquipedale: Santos 1995,
Mazzaella comucopiae: Scrosati & DeWreede 1997; Pterocladiella capillacea:
Scrosati & Serviére-Zaragoza 2000).
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En Gelidium canariense se pueden definir los individuos como las
distintas matas o grupos de frondes que se encuentran fisicamente separados
de otros. Inicialmente existen argumentos para considerarios como clones
diferentes. Por un lado, no se han observado estructuras esporofiticas y
gametofiticas juntas en los distintos frondes de lo que se considera un clon. Por
otro lado, no existen diferencias en los patrones isoenzimaticos de frondes de
una misma planta (P.A. Sosa resultados sin publicar). Resultados similares
fueron obtenidos en Gracilaria gracilis por Engel et al. (1999) con
microsatélites, confirmando que los frondes pertenecientes al mismo estolon
eran genéticamente idénticos, mientras que los frondes de diferentes estolones
son distintos en términos genéticos. El método del volumen (LC?, L= longitud,
C=circunferencia Aberg 1990) utilizado en este estudio, presenta la ventaja de
que abarca toda la dinamica del genet, mientras que los métodos de los
estudios anteriores analizan frondes y no nos permiten conocer la dinamica
completa del genet. Este método ha sido utilizado de manera exitosa por Aberg

(1990) en Ascophyllum nodosum.

La mayor parte de las poblaciones de algas rojas consisten en individuos
vegetativos (ej. May 1986; McLachlan et al. 1988; De Wreede & Green 1990;
Santelices 1990). La identificacion de esporofitos y gametofitos femeninos se
puede realizar en el campo por medio de la identificacién de las estructuras
reproductivas respectivas. Sin embargo, la identificacion de los gametofitos
masculinos no siempre es posible y a diferencia de las carragenofitas, en las
agarofitas, no existen métodos quimicos que nos permitan identificar el estado
de ploidia (Garbary & De Wreede, 1988).

Los gametofitos bisexuales no son comunes en las Gelidiales
(Hommersand & Fredericq 1988), tan soélo existen nueve especies de cuatro
géneros diferentes que presentan gametofitos bisexuales (Rico & Guiry 1997a).
Dentro del género Gelidium han sido descritas como monoicas: Gelidium vagum
(Renfrew et al. 1989), G. howeii, G. pluma, G. japonicum (Santelices & Flores
1995) y G. maggsiae (Rico & Guiry 1997a). La extension real de la bisexualidad
en las Gelidiales queda incierta debido a la escasez de trabajos sobre las plantas
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espermatangiales (Renfrew et al. 1989: Santelices & Flores 1995). Segun
Santelices & Flores (1995), las especies mencionadas anteriormente, presentan
los soros espermatangiales en frondes con soros carpoesporofiticos jovenes lo

que podria justificar las escasas citas de soros masculinos en los estudios

hechos previaménte. Por el contrario, las especies G. maggsiae y G. vagum ‘

han sido descritas como monoicas protandricas (Rico & Guiry 19972a).

Segun Hawkes (1990) la mayoria de las especies de algas rojas
monoicas son autocompatibles. Santelices & Flores (1995) sugieren que
algunas especies (por ej. G. japonicum) pueden ser monoicas 0 diocas en
diferentes ambientes o que el momento de maduraciéon de los gametos sea
distinto en los talos monoicos, sin embargo es necesario llevar a cabo estudios

mas detallados para esclarecer estas cuestiones.

La identificacién de gametofitos masculinos fértiles en Gelidium requiere
de una caracterizacién microscopica en la mayoria de los casos (Akatsuka
1970, 1973, 1979, Santelices & Flores 1995) pero ésta, es una practica
infrecuente en los trabajos de campo. En Gelidum pristoides (Carter 1985) se
han caracterizado macroscépicamente como manchas superficiales decoloradas
en los frondes fértiles y en Gelidum pulchrum (Fan 1961) como manchas
iregulares punteadas presentes en los ejes principales y laterales. También
Santelices (1988), describe las areas de los espermatocistes como areas
decoloradas en la que la formacién de las células madre del espermatociste
tiene lugar a partir del alargamiento y decoloracion de las células corticales del

area feértil.

Gelidium canariense, presenta un ciclo con alternancia de generaciones
de plantas biesporofiticas (Rico & Guiry 1997b) y plantas gametofiticas diocas,
las cuales son morfologicamente similares. La identificacion de esporofitos y
gametofitos femeninos se puede realizar por medio de las estructuras
reproductivas respectivas en el campo. Asi, el esporofito se caracteriza por
presentar los apices de los frondes elongados, planos y de color rojo claro
(soros esporangiales). EI gametofito femenino se caracteriza por presentar

epifita la fase carpoesporofitica (soro carpoesporangial) la cual aparece como
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una bulto oblongo en los apices de los frondes. En el caso de los gametofitos
masculinos, Gil Rodriguez (comun. pers.) los ha descrito como manchas
blanquecinas superficiales en los apices de los frondes centrales.

En el caso de aquellos individuos en los que la identificacion morfologica
no sea posible, es, muyydificil distinguir entre individuos haploides y diploides, o
entre gametofitos femeninos y masculinos. Los cromosomas en Gelidium
canariense son muy dificiles de observar, y mediante técnicas isoenzimaticas
no se han encontrado diferencias entre gametofitos y esporofitos (Sosa 1991;
Sosa & Garcia-Reina 1993). Segun nuestros conocimientos, las técnicas
moleculares '('RAPD) ha sido utilizadas de manera exitosa para identificar
gametofitos masculinos y femeninos en Gracilaria gracilis (Martinez et al
1999).

En algas con un ciclo de alternancia de generaciones, el desequilibrio en
el ratio de ploidia se ha relacionado con factores fisicos (altura de costa),
ecologicos (herbivoros) y biologicos (reproduccién asexual) (Aberg et al. en
revisién). La seleccién puede actuar originando diferencias ecologicas, entre
las fases alternantes. La observacion de diferencias ecologicas entre las fases
que presentan alternancia de generaciones isomoérficas varia entre taxones
(Dyck & De Wreede 1995). En Gelidium sesquipedale se ha encontrado una
mayor capacidad de adhesion al sustrato de talos esporofiticos (Salinas 1991;
Juanes & Puente 1993). Muchos autores han atribuido el desequilibrio entre las
dos fases a diferencias fisiolégicas ocasionadas por diferencias de luz,
temperatura, nutrientes, etc. (Allender 1977; Hannach & Santelices 1985;
Luxoro & Santelices 1989; Destombe et al. 1993; Zucarrello et al. 2001) en el
caso de Gelidium canariense no se han encontrado diferencias significativas
medidas en nueve parametros fisiologicos entre las generaciones haploides y
diploides (Sosa et al. 1993).

Hasta el momento, y dado que no existen métodos quimicos disponibles
para determinar los diferentes estadios del ciclo de vida de Gelidium
canariense en particular y de Gelidium en general como ocurre en las especies
carragenofitas (Garbary & De Wreede 1988), otra posibles técnicas a tener en
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cuenta en la caracterizacion de los gametofitos masculinos, son la citometria de

flujoyla microespectrofluorometria.

Posiblemente, los diferentes métodos para realizar el seguimiento de los
individuos en poblaciones algales y su aplicabilidad es funcién de la estructura
y la densidad de la especie (Alveal et al. 1995). Las evaluaciones no
destructivas, especialmente las relacionadas con las mediciones in situ del
crecimiento y la supervivencia, necesariamente involucran la reubicacion de
areas e individuos experimentales para evaluaciones posteriores y por un
periodo determinado de tiempo. A pesar de la gran variedad de formas y
tamafios en la naturaleza, la mayoria de los métodos de marcaje han sido
desarrollados para grandes feofitas p. ej. Macrocystis, Laminaria, Lessonia
(Alveal et al. 1995).

En especies de gran porte como Ascophyllum nosodum o Gelidium
sesquipedale es posible utilizar cables de plastico con etiquetas (Aberg 1990)
sin embargo, el uso de marcas para la identificacién y reubicacion de plantas
pequefias y filamentosas han tenido poco éxito. Sharp & Tremblay (1985)
utilizaron hilos pequefios con etiquetas para Chondrus crispus y obtuvieron una
longevidad media de los frondes etiquetados de 75 dias, por lo que solo es
6ptima para estudios realizados en periodos cortos. E! principal inconveniente
de este método es que solo se puede usar en el seguimiento de un Unico
fronde, pero no es posible etiquetar parches de frondes, por lo que en especies
que presentan una morfologia de numerosos frondes a partir de un estolon y
con un crecimiento tipo césped, esta metodologia puede afectar a la mortalidad

de la planta.

El proceso de reclutamiento tiene consecuencias ecologicas y evolutivas
importantes, pues las estrategias poblacionales estan expresadas por
individuos con un mismo genotipo (control del reclutamiento, crecimiento y
mortalidad) (Shcmid 1990; Eriksson 1993). Los genotipos que son
competitivamente superiores pueden monopolizar las poblaciones, haciendo
asi disminuir la variabilidad genética intrapoblacional, aumentando por otro

lado, la diferenciacién genética interpoblacional. Este hecho puede tener
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consecuencias importantes en las respuestas ecofisiolégicas de las
poblaciones y en los patrones de produccion de biomasa y de agar (cantidad y
calidad).

La fuente demografica permite un profundo conocimiento de las
caracteristicas de los procesos de dispersion de las especies y este es un
proceso relevante en la microevolucién de las poblaciones. La buena salud
entre los atributos demograficos y genéticos de una especie afecta a la
capacidad de migracion o dispersion tanto espacialmente como temporalmente
y esta relacionado con el ciclo de vida y otros parametros poblacionales. Las
tasas vitales de los genotipos son las expresiones de su eficacia biologica.
Segin Lande (1988) en poblaciones de reducido tamaiio, los factores
demogréficos, tienen una mayor probabilidad de causar la extincion de la
poblacién que las pérdidas de variacion genética, de ahi la importancia que
tienen este tipo de estudios en especies endémicas, como Gelidium
canariense. Los trabajos que consideran ambas disciplinas son reducidos,
aunque es la nueva tendencia en Biologia de la conservacion (Goodell et al.
1997; Oostermeijer et al. 1995; Auge et al. 2001).
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3.1. ANALISIS GENETICO.

3.1.1. Muestreo.

Se lievaron a cabo varias campanas de recogida de muestras a lo largo
del archipiélago Canario entre octubre del 1996 y febrero de 1999, las cuédles
abarcaron la mayoria de las poblaciones descritas para Gelfidium canariense.
En estas campafias se recogieron un total de 949 individuos.

El disefio del muestreo se hizo teniendo en cuenta la distribucion
geografica de G. canariense en las Islas Canarias. Esta especie no esta
descrita en las islas orientales (Fuerteventura y Lanzarote), por esta razén el
muestreo jerarquizado y estratificado se llevd a cabo en Gran Canaria,
Tenerife, La Palma y La Gomera (Figura 3).

3.1.1.1. Diseino de recogida de muestras.

La recogida de individuos en el analisis genético de las poblaciones
naturales de G. canariense, se analiz6 mediante un muestreo jerarquico y

estratificado en el que se consideraron cinco niveles espaciales (Tabla 1,

Figura 4).
Nivel Categoria Distancia
1 Islas 50-220 Km
2 Localidades 1-20 Km
3 Poblaciones 500 m
4 Parcelas 20-50 m
5 Individuos <50 cm

Tabla 1.- Categorias jerarquicas y distancias en el muestreo genético de Gelidium

canariense.
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En todos las parcelas se procedié a recoger tanto individuos haploides
(gametofitos) como diploides (esporofitos) identificados mediante sus

estructuras reproductoras.

Las poblaciones naturales de ambas especies son visibles sélo en las
bajamares mensuales, coincidente con el plenilunio de cada mes, por lo que los
muestreos sélo se llevaron a cabo en estos periodos. Las zonas y el tiempo de
muestreo estuvieron limitados por el régimen de mareas y por el estado de la
mar. En general, las poblaciones estan asociadas a zonas de fuerte oleaje y
como consecuencia, el tiempo que permanece la marea baja es menor y
restringe el area de muestreo a la zona superior de la poblacion, haciendo el

muestreo en algunos casos muy dificil y peligroso.

Los individuos se recolectaron de poblaciones donde abundan ambas
especies, en areas (4-10 m?) de varios decenas de metros cuadrados en

periodo siempre de bajamar méaxima mensual.

La recoleccion se realizd totalmente al azar, exceptuando Ia
discriminacion de individuos de bajo grado de epifitismo y sin deterioro
observable. Las algas se arrancaron manualmente, procurando recoger todo el
individuo, desde las estructuras de fijacion hasta el apice del talo. Una vez
arrancadas se median la longitud y circunferencia maxima de cada individuo
(Aberg 1990), se anotaba las coordenadas de campo y el estado reproductor
(gametofito femenino y esporofito) mediante la observacion de sus estructuras
reproductoras. Cuando éstas no se pudieron distinguir se clasificaba como

desconocido.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003
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Figura 3. Mapa de las islas Canarias mostrando la localizacion de las poblaciones muestreadas en las diferentes islas.
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Figura 4.- Disefio experimental utilizado en el anélisis genético de Gelidium canariense.
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Para obtener las coordenadas de los individuos en cada una de las
poblaciones se utilizé el método de puntos fijos. Este consiste en medir la

distancia desde el centro de cada uno de los individuos a dos puntos fijos (Ay

B) establecidos previamente dentro del area de muestreo. Los puntos fijos se

asignaban a accidentes naturales notables existentes en la zona o mediante la

fijacién de clavos.

Posteriormente se realizaron muestreos dirigidos con el objetivo a
aumentar el nimero de individuos gametofitos femeninos analizados en cada
poblacion, los cuales se incorporaban a los mapas 6 croquis previos.

[

3.1.1.2. Descripcion de las poblaciones.

Gelidium canariense fue recolectada de poblaciones localizadas en las
islas de Gran Canaria, Tenerife, La Gomera y La Palma, mientras que Gelidium
arbuscula se recolectoé sélo en dos poblaciones de Gran Canaria.

Gran Canaria.

. Aéaete. Playa de Las Salinas. (28° 6 26” N, 15° 42’ 42" W).
Localizada en el noroeste de la isla de Gran Canaria, en la Villa de
Agaete, cerca de la playa de Las Nieves (Figura 5). Al igual que en
Bocabarranco, las muestras fueron recogidas en zonas donde

también cohabitan ambas especies.

s Sardina. Playa de Punta de Sardina (28° 10’ 52” N, 15° 42’ 33" W).
Localizada en el noroeste de la isla de Gran Canaria, en la localidad

de Sardina dentro del municipio de Galdar (Figura 5).

e Galdar. Playa de Bocabarranco. (28° 9’ 37” N, 15° 39’ 57" W)
Situada en el norte de la isla de Gran Canaria, a 1,5 kildbmetros de la
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ciudad de Géldar y a 30 kilometros de Las Paimas de Gran Canaria
(Figura 5). Las poblaciones muestreadas se encuentran a ambos lados
de la Playa de Bocabarranco y en la poblacion del margen derecho se
recogieron las dos especies de Gelidium.

Tenerife.

e Puerto de La Cruz. Playa del Charco (28° 25’ 9" N, 16° 32’ 48" W).
Localizada en el norte de la isla de Tenerife, en la capital del

municipio de Puerto de La Cruz (Figura 6).

o Punta Brava (28° 24’ 49” N, 16° 34’ 1” W). Localizada en el norte de
la isla de Tenerife, dentro del municipio de Puerto de La Cruz, a 5 km
de la capital del municipio (Figura 6).

o Garachico (28° 22’ 38” N, 16° 45’ 54” W). Localizada en el noroeste

de la isla de Tenerife dentro del muniCipio de Garachico (Figura 6). -

Se muestrearon dos poblaciones separadas 500 m.

La Palma.

e Faro de Punta Cumplida (28° 50’ 28” N, 17° 46’ 51” W). Localizada
en el este de la isla de La Palma (Figura 7) dentro del municipio de

Barlovento.

e Puerto Talavera (28° 49’ 57" N, 17° 46’ 39” W). Localizada en el este
de la isla de La Palma dentro del municipio de Barlovento y a un 1

Km de la poblacién de Faro de Punta Cumplida (Figura 7).

La Gomera.

e Hermigua (Playa de Hermigua: 28° 10’ 50" N, 17° 10’ 27" W).
Localizada en el norte de la isla de La Gomera dentro del municipio
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de Hermigua (Figura 7). La zona muestreada se encuentra a 400 m

aproximadamente de la Playa de Hermigua.

3.1.1.3.Tratamiento y almacenamiento de las muestras.

En el laboratorio las muestras se limpiaban una a una de epifitos, se les
eliminaba la zona de fijacién (generalmente muy epifitada) y se comprobaba el

estado reproductor a simple vista o utilizando una lupa binocular.

Para eliminar las posibles formas microepifitas (microorganismos), las
algas se lavaron con una solucion de detergente (SDS 0.5 %) seguido de un
lavado con agua bidestilada. Finalmente, se eliminaba el exceso de agua con
papel secante y se disponian en bolsas individuales cubiertas con silica gel
durante 12 horas. Para conseguir una completa deshidratacion de las
muestras, se cambiaba el silica gel y se dejaba actuar durante 24 horas. Al
cabo de este tiempo se hacia el recambio nuevamente del silica gel y se
almacenaba con una pequefia cantidad de desecante. En este estado, se
podian mantener durante meses (incluso afios) siempre y cuando el gel de

silice se mostrara de color azul.

3.1.2. Caracterizacion de gametofitos masculinos.

Segun Candelaria-Gil (comun. pers.) jos gametofitos masculinos en G.
canariense se pueden identificar mediante la aparicion de estructuras
blanquecinas en los &apices de los frondes, las cuales constituyen los
espermatangios. Durante los sucesivos muestreos demograficos se recogieron

individuos clasificados como desconocidos y se trasladaron al laboratorio para

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003
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tratar de identificar las estructuras reproductoras utilizando diferentes

metodologias:

= Caracterizacién macroscopica.
Se evaluaron alrededor de 100 plantas desconocidas, con lupa
binocular, tratando de identificar las estructuras blanquecinas en los apices de

las plantas.

» Caracterizacion microscopica.
Los sori esporofiticos son producidos en las partes terminales de los ejes

principales y ramificaciones o en frondes exclusivos para la reproduccion.
Para identificar microscopicamente los gametofitos machos de Gelidium
canariense, se utilizaron fragmentos pertenecientes a las partes apicales (0.5-1

cm) de cuatro tipo de individuos:

Gametofitos femeninos jovenes

Se correspondian con fragmentos de talo que presentaban cistocarpos
bien definidos, algunos maduros y otros sin madurar (Figura 8 C,D).
Esporofitos ‘
Talos procedentes de plantas frutificadas de diferente tamafio (Figura 8
A, B).
Plantas infértiles

Talos de 6,5 — 7 cm de longitud con apices y algunas yemas laterales de
color blanquecino. Las yemas presentaban igual grosor al talo (Figura 9 A;B).

Plantas con los apices decolorados (blangquecinos).

Se analizaron dos tipos de talos:

.- Fragmentos de talos que en lugar de cistocarpos bien definidos
presentaban zonas decoloradas (blanquecinas) (Figura 9 C,D).

.- Talos con apices globulares: Los talos, pertenecientes a pies de planta
pequefios de aproximadamente 7 cm, presentan estructuras globulares

(aparentemente mas gruesas que el resto del talo) en los apices (Figura 10).
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Se realizaron cortes histolégicos seriados para la observacion de la
morfologia general del talo y el estado de los nucleos de 20 individuos elegidos

al azar en cada tipo de fragmento.

Los fragmentos pertenecientes a las distintas clases de talos fueron

filados sumergiéndolos, durante 4 h. a temperatura ambiente, en una disolucién
al 5% de glutaraldehido (viv) en tampén cacodilato sodico 0.1 My 0.25 M de
sacarosa a pH 7.4. A continuacioén, se procedié a realizar cuatro lavados, de 30
min de duracion cada uno y agitaciéon periédica, en soluciones tamponadas de
concentracion decreciente en sacarosa (0.25M, 0.125M, 0.0625M, OM).

La solucién de preinfiltracién se prepard disolviendo 0.5 g de activador
en 50 mi de Basic Resin (Historesin MR embedding kit). El material, sumergido
en esta disolucién, se traté durante 10 min con vacio y se mantuvo en el

desecador durante toda la noche a temperatura ambiente.

El material fue incluido posteriormente en glicol metacrilado (GMA, Historesin

MR). La solucién polimerizé a los 60-70 min a 60 °C.

Para su observacion al microscopio 6ptico, se obtuvieron secciones seriadas
de 5 pym de grosor cortadas con cuchilla de tungsteno en un microtomo
(Reichert-Jung, modelo 2050). Los cortes se depositaron en una bafio de agua
destilada para su estiramiento y se recogieron en portas desengrasados,
manteniéndose a 60 °C durante 20 min. Una vez adheridos, los cortes se tifieron

con azul de toluidina para revelar el estado general del tejido.

La tincién con azul de toluidina se prepard con azul de toluidina al 1% en
bérax al 1%. Las secciones se tifieron durante 1 min. y se lavaron con abundante

agua destilada.
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maduro.
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Figura 9.- Diferentes tipos de talos utilizados en histologia. A: Talo infértil, B: Detalle de apices blancos.
C: Talo con zonas decoloradas, D: Detalle de estructuras blanquecinas.
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Figura 10.- Diferentes tipos de talos utilizados en histologia. A: Talo con &pices decolorados, B: Detalle
de estructuras globulares.
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3.1.3. Extraccion y purificacion de ADN.

3.1.3.1. Optimizacion de extraccion de ADN.

En la extraccién de ADN se utiliz6 la parte apical de los frondes porque
ambas especies presentan un crecimiento apical y esta zona es la que
presenta un menor recubrimiento de epibiontes en G. canariense, de esta

manera disminuiamos el riesgo de contaminacién.

Para la extraccibn de ADN se sigui6 el protocolo de Cenis (1992)
adaptado para algas rojas por Alberto et al. (1997) con modificaciones. Se
machacaron entre 0,15 y 0,20 g de alga seca con nitrégeno liquido en un
mortero de porcelana esterilizado con lejia y calor (180 °C/90 min), hasta que
quedaba transformada en polvo fino a continuacién las muestras pulverizadas
se introducian en tubos de 2 ml al que se le afiadia 1200 pyl de tampén de
extraccién (200 mM Tris pH 8.5, 250 mM NaCl, 26 mM EDTA y 0.5 % SDS),
posteriormente se homogenizaba por inversion.

Se ensayaron dos condiciones:

.- Manteniéndolas en la oscuridad durante 10 minutos.

.- Incubandolas en un bafo termostatico a 65 °C durante 20 minutos.

A continuacién se afadieron 600 pl de acetato de sodio y se
homogenizaron por inversién para después dejarlas en el congelador a —20 °C

durante 10 minutos.

Se centrifugaron a 13.000 rpm durante10 minutos y se retiraron 750 pi
del sobrenadante de cada una de las muestras consiguiendo asi la

precipitacion de las proteinas, el SDS y el ARN.

Se realizdé una segunda centrifugacion a 13.000 rpm durante10 minutos

y se retiraron 700 pl de sobrenadante de cada una de las muestras.
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A los sobrenadantes se le afiadié un volumen igual de cloroformo:
alcohol isoamilico (CIA, 24:1 v/v), se homogenizaron por inversiéon y
posteriormente se retiraron los sobrenadantes. En las algas rojas es comdn

que algunas ficobiliproteinas aparezcan en la fase acuosa junto con el ADN, si

estas no han sido digeridas previamente con proteinasa K (Sosa & Oliveira |

1992). Por eso, es necesario utilizar una fase organica en la que el cloroformo
desnaturaliza las proteinas y el isoamil alcohol reduce la espuma facilitando la
separacion de las dos fases: organica y acuosa.

Posteriormente, a los sobrenadantes se le afiadié un volumen igual de
isopropanol y se dej6 actuar 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacion

se centrifugaron a 13.000 rpm durante 5 minutos para precipitar el ADN.

Se decant6 el isopropanol y se afiadié un volumen igual de etanol frio al
80 % y a continuacion se repitié la decantacion y la centrifugacion anterior y

posteriormente se secaron en la estufa a 32 °C durante 10 minutos.

Por uitimo, se resuspendié en 50 pl de tampéon TE 1X (10 mM Tris pH
7.3;1mM EDTA), conservandose las muestras se conservaron a —-20 °C
(Sambrook et al. 1989).

3.1.3.2. Optimizacion purificacion de ADN.

Se ensayaron tres tratamientos de purificacién del ADN:

3.1.3.2.1. Tratamiento con el enzima ARNasa.

Se llevo a cabo siguiendo el siguiente protocolo:

a.- Se afnadi6 a la muestra la enzima ARNasa (10:1) previamente
calentada a 98 °C durante 10 minutos y se dej6é actuar durante 30 minutos a

temperatura ambiente.
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b.- A continuacion, se afiadié 1 volumen de CIA (24:1) y a continuacién
se centrifugd a 13.000 rpm durante 10 minutos, recogiéndose el sobrenadante.

c.- Se realizé una precipitaciéon con etanol, afiadiendo 1 % de acetato de
sodio y 3 volimenes de etanol al 100 %.

d.- Se recogi6 el precipitado y se almacené a —20 °C durante 1 hora y
posteriormente se centrifugc') a 13.000 rpm durante 10 minutos.

e.- Se afiadié un volumen de etanol 70 % fri6 y se centrifugd a 13.000

rpm durante iO minutos.

3.1.3.2.2. Limpieza con hidroxiapatito.

El protocolo utilizado se detalla a continuacion:
a.- Se rehidraté con 0,5 g de hidroxiapatito con 3 ml de tampén fosfato

anaria. Biblioteca Digital, 2003

10 mM pH 6.8, agitandolo levemente. Esperar 10 minutos y decantar el

sobrenadante.

ersidad de Las Palmas de Gran C:

b.- Se afadié de nuevo 6 ml de tampén de fosfato 10 mM pH 6.8 a la
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solucion y esperé 10 minutos, posteriormente decanté el sobrenadante.

c.- Se resuspendié con 6 ml de tampoén de fosfato 10 mM pH 6.8.

d.- Se puso en un tubo eppendorf 10 pl de ADN, 200 pl de agua
bidestilada y 3 gotas de hidroxiapatito rehidratado y agitario durante 15

minutos.

Primer lavado: Anadir tampén de fosfato 100 mM a 60 °C, agitar durante

5 minutos y centrifugar a 13.000 rpm durante 10 minutos.

.- Se retir6 el sobrenadante y se cuantific6 en el espectrofotometro.

tifi el ssADN porque el ssADN se une mas débilmente a los
& .
£ Q'

Ca®* de la resina y se eluyen a concentraciones de fosfatos menores.
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Segundo lavado: Se afiadié tampon de fosfato 250 mM a 60 °C, agitar

durante 5 minutos y centrifugar a 13.000 rpm durante 10 minutos.

f- Se retird el sobrenadante y cuantificoé en el espectrofotometro.
Cuantificamos el dsADN porque el dsADN esta mas fuertemente ligado a los

iones Ca®*.

g.- Se precipitd del ADN: afiadimos 3 volimenes de etanol 100 % a los

sobrenadantes y le dejamos actuar durante 3 horas.

h.- Se centrifugé a 13.000 rpm durante 10 minutos y posteriormente se
decanté el sobrenadante. Se retiré el resto de etanol en una campana de vacio

durante 15 minutos.

i.- Se resuspendi6 el ADN con 50 pl de TE 1X (10 mM Tris pH 7,3; 1mM
EDTA).
Posteriormente se hizo una cuantificacion en gel de agarosa para

analizar la calidad del ADN.

3.1.3.2.3. Purificacién con el sistema clean up de ADN

Se realiz6 primeramente el tratamiento con ARNasa, segun se describid
anteriormente para degradar el ARN presente en las muestras. Pero
posteriormente, se observd que durante la extraccion al calentar el tamp6n de
extraccion a 60 °C durante 20 minutos se favorecia la accién de las RNasas
celulares disminuyendo considerablemente la concentracién de ARN en las
muestras, por lo que en extracciones sucesivas se obvido este paso. A

continuacion se detalla el procedimiento seguido:

a.- Se calentd la resina clean up de ADN de Wizard a 37 °C durante diez
minutos para disolver los agregados cristalinos que presenta, enfriando

posteriormente a 30 °C antes de afadirla a la muestra.
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b.- Se preparo el multisistema de vacio (Vacum Manifold. Promega) con

las correspondientes resinas y jeringas.

c.- Se afiadido 1 ml de la resina a 50-500 pyl de muestra y se

homogeneiz6 por inversion.

d.- Se anadi6 la mezcla resina-muestra en las jeringas-resina colocadas

en el multisistema de vacio y se abri6 este.

f- Una vez que toda la muestra habia pasado a través de la resina, se
afadié 2 mi de isopropanol 80 % a las jeringas, para lavar las columnas y de

nuevo se abria el vacio.

g.- Se seco la resina aplicando el vacio durante 30 segundos, después

de que la solucién de isopropanol hubiese pasado a través de la columna.

h.- Se retir6 el isopropanol residual centrifugando las minicolumnas en
tubos eppendorf de 1,5 mi a 13000 rpm durante 2 minutos.

i.- Se transfirieron las minicolumnas a nuevos tubos eppendorf y se
afiadio 50 pl de TE 1X (10 mM Tris pH 7,3; 1mM EDTA) a 80 °C. Se esper6 1
minuto y se centrifugd las minicolumnas durante 20 segundos a 13.000 rpm
para extraer el ADN de doble cadena. Un aumento de la temperatura del
eluyente favorece la elucion del ADN de aito peso molecular (>20 kb)
obteniéndose asi, un mayor rendimiento. Las muestras de ADN purificado se

guardaron en tubos eppendorf en frio (-20 °C).

3.1.3.3. Extraccion y purificacion de ADN en los analisis

poblacional (bulks) e individual.

Para el estudio a nivel poblacional se utiliz6 el método de bulks, formado
por 15 individuos, como muestra representativa de cada poblacion y se realizé
de la siguiente manera. Primero se realiz6 la extraccion y cuantificacion de 20
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individuos que presentaban una distribucibn homogénea en la poblacion y
pertenecientes a las tres categorias: gametofito femenino, esporofito y

desconocido. Se eligieron 15 individuos que presentaban mayor cantidad y

calidad de ADN Yy se retiré igual cantidad de ADN de cada uno de ellos para

hacer dos bulks en cada poblacién. Se utilizaron dos bulks para disminuir la
probabilidad de error debido al mal funcionamiento de las resinas. Una vez
hechos los dos bulks se realizé el tratamiento de purificacion con el clean up de
ADN (Wizard, Promega).

En el ultimo paso, recuperacion del ADN de las resinas, las dos resinas
que contenian el ADN de los dos bulks para una misma poblacién se colocaban
en el mismo tubo eppendorf, de este modo obteniamos un solo bulk por
poblacién. Una vez hechos los bulks se hacia una cuantificaciéon en geles de

agarosa, para determinar la concentracion de ADN.

En el analisis individual se realiz6 la extraccién y purificacién de ADN de

manera individual para cada individuo.

3.1.3.4. Determinacion de la concentracion de ADN.

La concentracién de ADN fué determinada comparando la intensidad de
fluorescencia emitida por 10 ul de cada una de las muestras de ADN con cuatro

patrones de ADN de timo de ternera de concentracion conocida: 2,5, 1, 0,5y

0,1 pg/pl.

3.1.3.5. Aimacenamiento de las muestras de ADN.

Una vez completados los procesos de extraccién y purificacion de ADN
en los individuos de ambas especies, asi como la determinacion y preparacion
de las diluciones de trabajo, los extractos de ADN originales o soluciones stock
se almacenaron en TE 11X en el congelador (-20 °C) hasta su posterior

utilizacion. Las diluciones de trabajo con las cuales se llevaria a cabo todas las
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amplificaciones necesarias se almacenaron en la nevera (4 °C), para evitar la

degradacion del ADN por sucesivas congelaciones y descongelaciones.
3.1.4. Amplificacion al azar de ADN polimérficos (RAPD).

Se utilizd 37 °C como temperatura de hibridacién y para aumentar la
intensidad de las bandas se realizaron ensayos a distintas concentraciones de
ClbMg y de temperatura inicial de desnaturalizacién (Tabla 2). También, se

hicieron ensayos con 35 y 45 ciclos de amplificacion.

Los experimentos se realizaron con tres muestras replicadas de
poblaciones (bulks) y cuatro cebadores que presentaban buenos patrones de
amplificacion (OPM 15, OPN 2, OPK 16, OPL 7). Las concentraciones
utilizadas de Cl.Mg fueron: 1,5 mM, 1,8 mM y 2,1 mM con dos pasos iniciales
de desnaturalizacion: 94 °C/1,5 min. y 90 °C/5 min. También, se ensayaron
concentraciones de 0,1 %, 0,5 %, 1 % de BSA en dos muestras poblacionales
(bulks) replicadas (Tabla 2).

T2t N° CICLOS BSA
[Cl:Mg]
94°/ 1,5 min. 90/ 5 min. 35 45 0.1 0,5 1,0
1,5mM v X - - - - -
1,8mM X X - - - - -
2,1 mM X X - - - - -
94 °C/1,5 min. - - v X X X X

Tabla 2.- Parametros ensayados en la optimizacion de la amplificacion de ADN. [Cl:Mg]:
Concentracion de Cl,Mg, T Temperatura de desnaturalizacién, t: tiempo, \:

Amplificacion optima, x: Amplificacion no 6ptima, -: No se realizé ensayo.
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3.1.4.1. Pruebas de dilucion para PCR.

Una vez completados los procesos de extraccion y purificacion de ADN
en los individuos de ambas especies, se procedi6 a la determinacién y
preparacion de las diluciones de trabajo. Se ensayd un rango de diluciones
(1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:20, 1/50) para determinar cual de ellas producia una
mejor amplificacién. Los extractos de ADN originales o soluciones stock se

almacenaron en el congelador (-20 °C) para su posterior utilizacion.

Las diluciones de trabajo con las cuales se llevaria a cabo las
amplificaciones se almacenaron en la nevera (4 °C), para evitar la degradacién
del ADN en las sucesivas congelaciones y descongelaciones.

3.1.4.2. Elaboracién de las reacciones de amplificacion.

Cada una de las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se
realiz6 en placas de 96 pocillos (Eppendorf) o en microtubos en cadena (Perkin
Elmer), con capacidad para 200 pl.

Dados los problemas de reproducibilidad que presenta esta técnica se
hace necesario uniformizar lo maximo posible las condiciones de PCR. Con el
fin de que las reacciones de amplificacion fuesen lo mas homogéneas posibles
se elaboré un coctel de amplificacion formado por todos los componentes
necesarios para la amplificaciéon, excepto la muestra de ADN, de esta manera
nos asegurabamos condiciones uniformes en todas las reacciones. Todos los
productos se almacenaron en frio a —20 °C y se descongelaron sobre hielo en

escamas.

A la hora de elaborar el céctel de amplificaciéon se tuvo en cuenta que la
Taq polimerasa debe ser el Ultimo compuesto en agregarse para evitar su
desnaturalizacién y la muestra de ADN se debe agregar a la reaccién de
amplificacion independientemente del céctel de amplificacién para evitar la
interaccion del ADN molde y de la enzima ADN polimerasa.
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El coctel de ampilificacion se realizé en un tubo eppendorf de 1,5 ml en el
que se iban afiadiendo los compuestos necesarios siguiendo este orden:

.- 18,4 pl de agua ultrapura mili-Q y filtrada 6on filtros 0,22 um (Millipore).

.~ 2,5 pl de 10X tampo6n PCR (100 mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM, KCI).

-~ 1,5 pl de ClMg 15 mM.

.- 0,4 pl de deoxinucléotidos trifosfatos (dATP, dGTP, dCTP y dTTP).

.- 0,1 ul de cebador (1X)

.~ 0,2 yl de Ampli-Taq polimerasa.

El coctel de amplificacion se homogeneizaba en el agitador de tubos y
posteriormente se distribuia en los microtubos, a los cuales se les habia
afiadido previamente 1 pl de ADN. En todas las reacciones se realizaron

controles negativos.

Se utilizaron volimenes de ampilificacién de 25 pl con una concentracién
de 25 ng de ADN en cada reaccion. La soluciéon de amplificaciéon que contiene
los elementos y factores necesarios para realizar la amplificacion del ADN,
consistié en 2.5 pl 10X de tampén PCR (100 mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM
KCI); 1.5 mM ClbMg; 160 uM de cada uno de los desoxinucleétidos trifosfatos:
dATP, dGTP, dCTP y dTTP; 1 unidad de AmpliTaq polimerasa (Perkin Eimer) y
0.4 uM de cebador (Operon Technologies Inc.).

La ampilificacion en todos los estudios se realizé6 con AmpliTag ADN
polimerasa (Perkin Elmer), excepto el analisis a nivel poblacional que se realizo

con Taq ADN polimerasa (Pharmacia Biotech).

Las reacciones de ampilificacién se llevaron a cabo en un termociclador
Gene Amp System 2400 (Perkin Elmer) con capacidad para 24 muestras y la
amplificacion a nivel individual en un termociclador Mastercycler Gradient

(Eppendorf) con capacidad para 96 muestras.
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Las condiciones de amplificacion se determinaron después de diversos
ensayos empiricos obteniéndose como condiciones Optimas para la
amplificacion las siguientes: una etapa de desnaturalizacién de 94 °C durante

1,5 minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos
a 36 °C, 1 minuto a 72 °C, y un ciclo de elongacion final de 10 minutos a 72 °C
(Figura 11).

3.1.4.3. Seleccion de cebadores.

En ambas especies se realizo un test inicial con 80 cebadores de 10
pares de bases y un 60 % en GC (kit K, L, M, N, Operon Technologies Inc.).
Este test inicial se realizé a partir de los bulks poblacionales, los cuales se
constituian con igual cantidad de ADN procedente de 15 individuos de la
poblaci6n respectiva. Para cada bulk representativo de la especie se utilizd
igual cantidad de ADN de las diferentes poblaciones analizadas en cada
especie. Los cebadores ensayados, su secuencia nuclettica, asi como la
capacidad de amplificacion obtenida en cada especie se describe con detalles

en la Tabla 3.
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Figura 11. Esquema de los ciclos utilizados en la amplificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de la
ADN polimerasa (PCR).
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OPM 1 GTTGGTGGCT OPL 1 GGCATGACCT

OPM 3 GGGGGATGAG OPL3 CCAGCAGCTT

GGGAACGTGT ACGCAGGCAC

TGCGAGAGTC

OPM11  GTCCACTGTG OPL 11 ACGATGAGCC

OoPM 13 GGTGGTCAAG OPL 13 ACCGCCTGCT

OPM 15 GACCTACCAC OPL 15 AAGAGAGGGG

OPM 17 CACCATCCGT OPL 17 AGCCTGAGCC

CCTTCAGGCA GAGTGGTGAC

CCAGCTTAGG ~ OPN3  GGTACTCCCC

OPK§ TCTGTCGAGG OPNS ACTGAACGCC

OPK7 AGCGAGCAAG OPN7 CAGCCCAGAG

OPK9 CCCTACCGAC OPN9 . TGCCGGCTTG

)E)PK 1" AATGCCCCAG OPN 11 TCGCCGCAAA

CAGCGACTGT

OPK 17 CATTGGGGAG

"OPK 19 CACAGGCGGA  OPN19 GTCCGTACTG

Tabla 3.- Listado de cebadores ensayados en la seleccion inicial de cebadores en G.
canariense y G. arbuscula. Se muestra la secuencia de nucleétidos de los mismos
(5-3). A: Adenina, C:Citosina, G:Guanina, T: Timina.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Material y métodos ' 87

3.1.5. Separacioén e interpretacion de los patrones de ADN.

3.1.5.1. Elaboracion de geles de agarosa y carga de las muestras.

En \todas las electroforesis se utilizaron geles de agarosa vcon
concentraciones de 0,8 y 1,8 % de agarosa en tampén TBE 1X (Tris-borato
EDTA). Para su elaboracién se afiadi6 la cantidad exacta de agarosa en un
erlen-meyer y posteriormente se afiadia el volumen necesario de TBE 1X. A
continuacion se ponia a hervir en una placa agitador-calentador hasta que
obteniamos una solucion homogénea transparente y sin grumos.
Posteriormente, se enfriaba al bafio maria hasta alcanzar 60 °C luego se vertia
en los moldes, previamente nivelados, y si se observaban burbujas en el
interior del gel, se eliminaban inmediatamente con una pequefa espatula. A
continuacion se colocaba el peine y se dejaba enfriar, aproximadamente 20
minutos, hasta que alcanzaba un color opaco para después sumergirlo en el
tampon de electrodo (TBE 1X) en la cubeta de electroforesis.

Para cargar las muestras en el gel de agarosa es necesario afnadir a las
muestras un tampoén de carga (30% glicerol y 0,25 % azul bromofenol). La
cantidad de tamp6n de carga afiadido a cada muestra es aproximadamente de
1/5, asi en la electroforesis de cuantificacién de ADN se afiadieron 3 pl a cada
muestra. En la electroforesis de los fragmentos de ADN se afadié 5 pl al
volumen resultante de la PCR (25 pl), se homogeneizaba sin sacar la punta del
microtubo y se cargaban 15 pl en cada pocillo del gel de agarosa. La mezcla
restante de ADN amplificado y tampon de carga (15 pl) se guardaba en el

congelador de —20 °C para posteriores analisis 0 comprobaciones.

En la electroforesis de cuantificacion se cargaron ademas 3 patrones de
ADN de referencia (ver apartado 3.1.3.4) y en la electroforesis de los productos
de ADN se utilizé un marcador (Ladder 100 pb. Pharmacia).
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3.1.5.2. Separacioén en geles de agarosa.

Para la separacion del ADN se emplearon tres tipos de cubetas: GNA
200 (Pharmacia Biotech), Grande (Ecogen) y HE 33 (Hoefer) con capacidades
31, 2 1y 250 ml respectivamente, utilizando siempre TBE 1X como tamp6n de
electrodo. Las condiciones de electroforesis variaron segtn la cubeta utilizada,
asi en la cubeta Ecogen se aplico un voltaje inicial de 121 V /80 mA durante 10
minutos elevando posteriormente la tensién a 200 V, 60 mA durante 3,5 horas
(4.3 V/cm). Para la cubeta GNA 200 se aplicaba al principic 60 V, 40 mA
durante 10 minutos y después 95 V, 62 mA durante 3.5 horas (3.3 V/cm). Por
altimo la cubeta HE 33 se utilizaban 35 V, 20 mA durante 10 minutos pasando
luego a 60 V, 35 mA, durante 2 horas (2.4 V/cm).

3.1.5.3. Tincién y visualizacion de los fragmentos de ADN.

Una vez finalizada la electroforesis el gel se tifio con una solucién de
bromuro de etidio (0,5 ul/ml) en oscuridad durante 20 minutos. Posteriormente
se lavaba el gel y se procedia a la visualizacién de los fragmentos de ADN en
un transiluminador de rayos UV (TM-20PE. UVP) a una longitud de onda de
302 nm. Finalmente se fotografiaban los geles con una camara de fotos digital
(Kodak DC40) y se almacenaban en ficheros de seguridad para su posterior
interpretacion y analisis. Las imagenes se visualizaron con el programa

informatico proporcionado por Kodak Digital Science (Kds1D).

3.1.5.4. Reproducibilidad de patrones de RAPD.

Estos cuatro experimentos representan una serie de estudios en los que
las condiciones entre las replicaciones se fueron homogeneizando
progresivamente lo que favorecié la reproducibilidad de los patrones de ADN.
Los estudios realizados para analizar la reproducibilidad de los patrones de
RAPD se realiz6 con la metodologia del interpoblacional (bulks). Para los
marcadores RAPD interpretados en las dos réplicas se determiné el porcentaje
de reproducibilidad de los diferentes tipos o categorias de bandas consideradas
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- en funcién de la intensidad de la banda. Las categorias consideradas fueron:

débil, media y fuerte.

3.1.5.4.1. Reproducibilidad entre distintas amplificaciones.

Las reacciones de amplificacion con 11 bulks poblacionales para cada
uno de los siete cebadores (OPM 3, OPM 5, OPM 12, OPM 15, OPK 16, OPL
16, OPN 4) se realizaron en diferentes dias y por consiguiente los cécteles de
amplificacion con los componentes de las reacciones de amplificacion para
cada cebador fueron independientes unas de otras. Los productbs de

amplificacion se separaron en electroforesis distintas.

3.1.5.4.2. Reproducibilidad entre electroforesis.

Las reacciones de amplificacion con 4 bulks poblacionales para los 14
cebadores (OPM 2, OPM 3, OPM 4, OPM 5, OPM 6, OPM 7, OPM11, OPM 14,
OPM 15, OPM 17, OPM 18, OPM 20, OPK 4, OPK 6) analizados se realizaron
en un mismo tubo de microcentrifuga para cada cebador, de esta manera se
eliminaban las diferencias entre las amplificaciones debido al pipeteo o a la
mezcla de los diferentes componentes del coctel de amplificacion. Los
productos de amplificacion de cada cebador se obtuvieron en la misma
reaccion de amplificacion pero fueron separados en electroforesis de gel de

agarosa diferentes.

3.1.5.4.3. Reproducibilidad entre reacciones realizadas

dentro de una misma PCR.

Este analisis se realizo con 4 bulks poblacionales. Los cocteles de
amplificacién para cada uno de los 12 cebadores (OPM 2, OPM 3, OPM 4,
OPM 5, OPM 6, OPM 7, OPM 12, OPM 14, OPM 15, OPM 17, OPM18, OPM
20) incluyendo Tagq polimerasa, tampén, dNTPs, Cl:Mg y cebador se obtuvieron
de las mismas soluciones stock y se realizaron en el mismo tubo de
microcentrifuga de tal manera que no existen diferencias entre las replicaciones

debido al pipeteo o mezcla de los diferentes componentes del coctel de
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amplificacion. Las reacciones de amplificacion fueron lievadas a cabo el mismo
dia, una al lado de otra en la misma placa de amplificacién, para descartar las
diferencias de temperatura ambiente entre las reacciones. Los productos de

amplificacién fueron separados en el mismo gel de agarosa colocando las

réplicas de cada bulk poblacional para los diferentes cebadores una al lado de |

otra.

3.1.5.4.4. Reproducibilidad entre diferentes extracciones de
ADN.

Este estudio se{ realizé6 con tres bulks poblacionales y tres cebadores
(OPM 2, OPN 9, OPN 13). Los cécteles de amplificacién para cada una de las
extracciones incluyendo Taq polimerasa, tampoén, dNTPs, Cl-Mg y cebador se
obtuvieron de las mismas soluciones stock y se realizaron en el mismo tubo de
microcentrifuga de tal manera que no existen diferencias entre las réplicas
debido al pipeteo o mezcla de los diferentes componentes del coctel de
amplificacion. Las amplificaciones fueron llevadas a cabo una al lado de otra en
la misma placa de amplificacion. Los productos de amplificacion fueron
separados en el mismo gel de agarosa colocando las réplicas de cada

extraccion para los tres cebadores una al lado de otra.

3.1.6. Estudios realizados.

3.1.6.1. Analisis poblacional (bulks).

Este estudio se llevé a cabo con dos especies de Gelidium: Gelidium
canariense y G. arbuscula. En G. canariense se utilizaron tres poblaciones de
Gran Canaria: Bocabarranco, Agaete y Sardina y una poblacion de Tenerife:
Puerto de la Cruz y para G. arbuscula se utilizaron dos poblaciones de Gran
Canaria: Agaete y Bocabarranco. Esto nos permitié analizar la variabilidad
genética a distintas escalas que van desde cientos de kilbmetros (distancia

entre islas) hasta decenas de Km (distancia entre poblaciones).
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Este analisis fue llevado a cabo sin realizar ningtin tipo de
reproducibilidad y considerando todas los marcadores presentes en el gel de

agarosa.

3.1.6.2. Caracterizacion molecular de las fases haploide y
diploide.

Este estudio, ademas de facilitarnos la identificacion de marcadores
para la fase haploide y diploide nos permitié6 comparar la variabilidad genética
a diferentes escalas (desde 50 m hasta 100 km) aun conociendo los problemas

derivados del analisis conjunto de individuos de distinta ploidia.

El estudio se realizo en 22 individuos fértiles de distinta ploidia de
poblaciones pertenecientes a las islas de Tenerife y La Palma separadas 100
Km aproximadamente (Tabla 4). En la poblacion de Punta Brava (PB) se
analizaron 5 y 6 individuos pertenecientes a las parcelas PPB1 y PPB2
respectivamente, separadas aproximadamente 50 m, mientras que en la
poblaciébn de Talavera los 11 individuos pertenecian a la misma parcela
(TLVP1). Se eligieron individuos distribuidos homogéneamente en las

poblaciones.

Este analisis se realizd llevando a cabo reacciones duplicadas para
cada reaccion en la misma PCR y fueron separados en la misma
electroforesis. Para
construir la matriz de datos solo se consideraron las bandas que fueron

reproducibles en ambas amplificaciones.
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Poblacioén Parcela G S N
TENERIFE Punta Brava 1 PB9 PB 16, PB 20 5
| PB 39, PB 43
Punta Brava 2 PB31,PB45 PBS8, PB11 6
PB 48 PB 30
Subtotal Tenerife 4 7 1
LA PALMA Talavera 1 TLV 16 TLV1,TLV7, 11
TLV 18 TLV 9, TLV 10,
TLV 14, TLV 19,
TLV 23, TLV 35,
TLV 49
Subtotal La Palma 2 9 1"
Total 6 15 22

Tabia 4.- Poblaciones e individuos estudiados en el analisis de marcadores genéticos
par‘a las fases haploide y diploide. G: Individuos gametofitos femeninos
(haploide), S: Individuos esporofitos (diploide). N: Nimero total de individuos

analizados.

3.1.6.3. Analisis de la fase haploide.

Para el estudio genético, nuestro esfuerzo se centré principalmente en el

andlisis de la fase haploide para evitar la naturaleza dominante de los

polimorfismos resultantes obtenidos mediante RAPDs.

Este nos permitié analizar la variabilidad genética a distintas escalas que

van desde cientos de kildmetros (distancia entre islas) hasta decenas de

centimetros (distancia entre individuos).
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Se analizaron un total de 252 individuos haploides. EI nimero de
individuos haploides en cada poblacién fue aproximadamente de 30, excepto
para la poblacién de Hermigua en la cual solo se encontraron 12 individuos

gametofitos haploides.

En este estudio no se realizaron muestras replicadas, dado el elevado
nimero de muestras analizadas. Se construyé la matriz de datos para
posteriores andlisis considerando soélo aquellas bandas con una frecuencia

menor del 95% para los fenotipos de presencia y ausencia

3.1.6.4. Analisis comparativo de bulks poblacionales e individuos
haploides.

En este analisis se compararon los patrones de RAPDs obtenidos con
doce cebadores en tres bulks poblacionales de Bocabarranco (BBS1), Agaete
(AP3) y Puerto de la Cruz (PCP3) y los patrones generados por 15 individuos
haploides de cada una de las poblaciones mencionadas anteriormente.

El estudio de comparacion se realizé considerando todos los marcadores
obtenidos en ambos analisis, dado que la matriz final obtenida en el anélisis de
bulks poblacionales estaba formada por sélo tres muestras y al realizarle el

filtro, se eliminaban todos los marcadores.

3.1.7. Analisis estadistico de datos.

3.1.7.1. Matriz de datos.

La interpretacion de las bandas obtenidas se hizo a partir de las fotos de
archivo, codificando como O y 1 la ausencia y presencia de banda
respectivamente, tras lo cual se construyo una matriz de datos de dobie
entrada formada por los individuos analizados y los marcadores encontrados.
Para cada cebador, los marcadores fueron asignados y ordenados siguiendo el
orden alfabético y de acuerdo a su movilidad desde el origen del gel hacia el

anodo de este modo cada marcador, quedaba determinado mediante el patrén
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(Ladder 100pb, Pharmacia) y se etiquetaba con el nombre del cebador y el

peso molecular que presentaba la banda considerada.

En el andlisis de bulks poblacionales se consideraron todas las bandas
para la construccién de la matriz de datos mientras que en el analisis de fase
haploide sélo se consideraron las bandas fuertes y se realizé un filtro o criba
que consistié en eliminar las bandas con una frecuencia inferior al 5%. Aunque
la exclusion de marcadores monomorficos puede originar sesgo en la matriz de
distancias o similaridades genéticas estos no generan informacion adicional en
el AMOVA.

3.1.7.2. Indices de similitud genética.

Las similitudes genéticas entre todos los pares de individuos o
poblaciones analizadas fueron computadas a partir de la matriz de ausencia-
presencia de bandas amplificadas usando el coeficiente de Dice (Rohlf 1993) y
el coeficiente Jaccard (Jaccard 1908) y el SM (Simple Matching coefficient,
Sneath & Sokal, 1973). El coeficiente de Dice y el coeficiente de Jaccard

consideran Unicamente la presencia de bandas y se calculan mediante la

férmula:
_ 2Nab Coeficiente Di
Na+Nb oeficiente Dice
J = Nab Coeficiente Jaccard
N—-Nd

Donde Na es el nimero de bandas amplificadas por el individuo a, Nb es
el niumero de bandas amplificadas por el individuo b, Nd es el nimero de
bandas ausentes en ambos individuos y Nab el nimero de bandas amplificadas

comunes en los dos individuos.
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Sin embargo, el Coeficiente SM utiliza tanto la presencia como la

ausencia de bandas para calcular la similaridad y se calcula mediante la
férmula:

Coeficiente SM

S1ES

Donde M es el niimero de bandas presentes y ausentes compartidas por

las dos poblaciones y N es el numero total de posiciones de bandas en todos
los individuos.

Todos los indices se calcularon mediante el programa de analisis
genético

NTSYS-pc (Rohlf 1993) y fueron estimados en el analisis de bulks
poblacionales y en el analisis individual.

3.1.7.3. Marcadores diagnostico.

Se analizé el grado de validez de los fragmentos detectados como un
elemento identificativo o marcador de la poblacién. Asi, el grado de
exclusividad de la banda dependera de la frecuencia con que aparece en la
poblacion, de tal forma que un fragmento exclusivo es aquel que aparece en el
100% de los individuos de la poblacién y sélo en ella. Sin embargo, la solidez

identificativa disminuira proporcionalmente con la disminucién de su frecuencia.

3.1.7.4. Indices de diversidad genética.

Una aproximacién al grado de diversidad genética de las poblaciones se
realizé analizando el polimorfismo de las bandas detectadas. En este sentido,
se consideraba una banda polimérfica en una poblacién, si su presencia es
variable entre los individuos de la misma. Por el contrario, un fragmento es

monomorfico o invariable, si este aparece en todos y cada uno de los
individuos analizados de la poblacién dada.
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La diversidad genética de cada poblacion se midio utilizando el indice de

diversidad de Shannon (Lewontin 1972), el cual es adecuado para el analisis

de los datos de RAPD debido a su insensibilidad al sesgo producido por la

naturaleza dominante de estos marcadores (Maki & Hore 1999). Para calcular
este indice se consideré cada marcador un sistema bi-alélico, donde cada
locus tiene un alelo presente (1) y uno ausente (0). Este indice se calculd

segun Bussell (1999) siguiendo la formula:

H’; = - Zp; log2 pi

Donde p; es la frecuencia de presencia o ausencia de un fragmento o
locus dado en la poblacién. Los valores de H’;medios por cebador (Hpop) fueron
promediados a través de todas las poblaciones para facilitar la comparacion de
los niveles de diversidad genética dentro de las poblaciones detectada por
diferentes cebadores (Chalmers et al. 1992). Ademas, se calcularon los valores
de H’; medios por poblacién (H’por) y especie (H’sp) a través de todos los
marcadores. La diversidad total de la especie (Hsp) se calculé con la misma
formula, pero siendo p;, la frecuencia de presencias o ausencias en la muestra
total (252 individuos). Estos valores estandarizados facilitan la comparacion
con otros estudios, en los que se han utilizado un numero diferente de

cebadores y de marcadores.

Para cada cebador se calculd la componente de diversidad geneética
dentro de la poblacién (H'pop/H'sp) y la componente entre poblaciones (H'sp-
H'pop/H'sp) (Chalmers et al. 1992). Esta dltima medida es equivalente a la
heterogeneidad entre poblaciones, G’st (Nei 1973), para obtener un valor
estandar, se calculé también a partir de H”sp y H pop.

Ademas de los citados indices, se calcul6 la diversidad génica de Lynch
& Milligan (1994) partir de una aproximaciéon monolocus. La diversidad génica
para datos haploides se define como la probabilidad de que dos individuos
cogidos al azar en una poblacién sean diferentes (Nei 1987) y es equivalente a

la heterocigosidad esperada en el equilibrio Hardy-Weinberg Estos autores
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consideran que cada marcador es un sistema di-alélico con un alelo presente y
un alelo invisible o nulo. Para llevar a cabo el calculo de la diversidad genética
fue necesario hacer una criba de la matriz de datos aplicando el criterio 3/N a la
frecuenciadel alelo nulo, siendo N el tamaiio poblacional.

En el anadlisis individual de individuos haploides, se considero los
diferentes fenotipos de un patron de amplificacién de un cebador, como los
diferentes haplotipos o alelos. Se realizaron estimaciones del niimero medio de
haplotipos o nimero medio de alelos por cebador y se representaron frente al
tamano muestral para conocer la robustez de los datos.

El porcentaje de polimorfismo, asi como los indices derivados de la
aproximacioén genotipica monolocus (indice de Shannon y diversidad génica) se
calcularon utilizando el programa Microsoft Excel 5.0a (Microsoft Corporation,
USA, 1985-1994). La diversidad genética (Nei 1987) se calculé utilizando el
programa de analisis genético ARLEQUIN v 2.0 (Schneider ef al. 2000).

3.1.7.5. Analisis de la varianza molecular.

KEI andlisis de la varianza molecular (AMOVA,; Excoffier et al. 1992) se
basa en el clasico analisis de la varianza (ANOVA) y mide la distribucion de la
variacion genética a escala espacial, en los diferentes niveles de jerarquia
considerados (islas, localidades, poblaciones). A su vez, este analisis calcula
los indices de fijacion (estadisticos ®) analogos a los estadisticos F a partir de
una matriz de distancias Euclideas. Para comprobar la significacion de los
mismos, se realiza un test de permutaciones, bajo la hipétesis nula, de que no
existe estructuracién genética en las poblaciones. Las matrices Euclideas, los
estadisticos ®st y el de test de significacion en el que se compara el resultado
observado con el resultado de 1000 permutaciones al azar se realizé con el
programa de analisis genético ARLEQUIN v 2.0 (Schneider et al. 2000). Este
analisis se llevo a cabo en el estudio de fase haploide.
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En este estudio se realizaron tres AMOVA jerarquicos para estimar los
cofnponentes de la varianza de los haplotipos RAPDs, dividiendo la varianza
genética total en los niveles jerarquicos considerados. Los analisis realizados
fueron los siguientes:

Andlisis jerarquico de archipiélago: Se determinaron las componentes de
la varianza genética atribuibles a las diferencias entre islas, entre poblaciones
dentro de las islas y dentro de las poblaciones. Se agruparon las dos
poblaciones de una localidad dado que la poblacién era el nivel que mas no
interesaba.

Analisis jerarquico de islas: Se realizaron analisis separados para cada
isla y se determinaron las componentes de la varianza genética atribuibles a las
diferencias entre localidades y dentro de las localidades para cada isla.

Andlisis jerarquico de localidad: Se realiz6 un anélisis dentro de la
localidad Bocabarranco para determinar las componentes de la varianza
genética atribuibles a las diferencias entre poblaciones y dentro de las

poblaciones.

3.1.7.6. Coeficiente de diferenciacion genética (Fsr).

Las distancias genéticas entre las poblaciones consideradas se
calcularon a través del coeficiente de diferenciacion genética (Fsr). Fst mide la
varianza en la distribuciéon de los fenotipos entre las poblaciones, y constituye
una medida indirecta del flujo genético entre las mismas. Fsr tiene un minimo
tedrico de 0 (cuando no existe divergencia entre las poblaciones) y un maximo
de 1 (maxima divergencia entre las poblaciones). Sin embargo, los maximos
observados son generalmente mucho menores que 1. Con el fin de analizar las
relaciones genéticas de las mismas en su giobalidad, los valores de Fsr se
usaron como matriz de datos para la construccién de un dendrograma

Neighbor-Joining entre las poblaciones.

Para el calculo del coeficiente de diferenciacion genética se utilizo el
programa de andlisis de datos genéticos ARLEQUIN v 2.0 (Schneider et al.
2000) y se calculd sélo en el analisis de la fase haploide.
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3.1.7.7. Arboles de similitud genética y Analisis de Componentes

Principales.

La comparacion de todos los individuos o poblaciones genera una matriz
de similitud o distancia genética de doble entrada que se empleé para construir
dendrogramas Neighbour-Joining 6 UPGMA (Unweighted Paired-Group Meted
with Arithmetic Mean) para analizar y comprobar la relacion genética entre
individuos y poblaciones analizadas.

El dendrograma UPGMA asume que la tasa de divergencia entre
poblaciones es constante para todos los marcadores, y los célculos se hacen a
partir de grupos. El dendrograma Neighbour-Joining asume una tasa de

divergencia entre poblaciones variable para todos los marcadores.

Los dendrogramas se calcularon utilizando el programa de analisis

genético NTSYS-pc (Rohlf, 1993) y se obtuvieron para ambos analisis.

Para llevar a cabo el analisis de componentes principales se introdujeron
las frecuencias de los marcadores de las poblaciones analizadas, como
variables, en el programa de tratamiento estadistico SPSS 6.1.3 (SPSS Inc.
Chicago, IL). Este tratamiento consiste en reducir el nimero de variables a un
numero menor de componentes (combinaciones lineales de las variables
originales) que posteriormente pueden ser representados en una grafica 2D 6
3D.

3.1.7.8. Analisis de autocorrelacion espacial.

Este analisis consiste en correlacionar la matriz de distancias genéticas
y la matriz de distancias geogréficas. La matriz de distancias genéticas se
construy¢ a partir de la matriz de presencias y ausencias obtenida previamente.
La matriz de distancias geograficas entre los individuos se construy6 a partir de

las coordenadas cartesianas de los mismos.
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Se utilizo la | de Moran (Moran 1948) como coeficiente de
autocorrelacién espacial. Este indice esta basado en la covarianza de los
valores yuxtapuestos en el mapa, y varia entre -1y 1, con un valor esperado
de E(l)=-1/(n-1) (Oden 1984), donde n es el tamafio de la muestra. Cuando el
valor de | es mayor que cero para una determinada variable, indica la
existencia de autocorrelacion espacial positiva, lo que indica que los individuos
méas proximos geograficamente presentan una mayor similitud genética. Sin
embargo, cuando el valor de | es menor que Ccero, la variable presenta
autocorrelacion espacial negativa, y por tanto los individuos estan menos
relacionados que lo esperado en una asociacién al azar. La linea de
interseccién con el eje x se corresponde con la distancia que alcanza el radio
del 4rea de la poblacién panmitica (Sokal 1979). Las matrices de distancia
geografica entre pares de individuos, la desviacion del valor esperado de la | de
‘Moran para cada una de las cinco clases de distancia y el grado de
significacion de los correlogramas fueron calculados con el software de analisis
estadistico SAAP ver 3.4 (Wartenberg 1983).

El analisis de autocorrelacion espacial solo se realizd en seis
poblaciones para el analisis haploide porque los mapas del resto de las

poblaciones no estuvieron disponibles.

3.2. ANALISIS DEMOGRAFICO.

3.2.1. Descripcion de las poblaciones.

El estudio demografico se llevé a cabo durante el mes de julio y agosto
de los afios 1996 y 1997 en la Playa de Bocabarranco situada en Galdar (Gran

Canaria), coincidiendo con las mareas vivas mensuales.

La Playa de Bocabarranco (28° 9’ 37” N, 15° 39’ 57” W) es una playa de
arena abierta y expuesta a fuerte hidrodinamia, flanqueada a ambos lados por
formaciones rocosas donde se asientan las poblaciones de G. canariense en la

zona intermareal baja (Figura 12).
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Bocabarranco

‘s Vi

80 km

Figura 12.- Localizacion de la Playa de Bocabarranco (Galdar).

El trabajo se restringio a las partes superiores de la poblacion debido a
que las poblaciones estan asociadas a un fuerte oleaje que impide y hace muy

peligroso el trabajar en el resto de la poblacion.

3.2.2. Diseio experimental.
3.2.2.1. Muestreo destructivo.

En el analisis demografico se siguidé la metodologia descrita por Aberg
(1990) mediante la cual se analiza la correlacion existente entre el volumen de
un individuo (medido como V=LC? donde L es la longitud maxima y C la
circunferencia maxima) y el peso seco del mismo. Asi, si existe correlacion
positiva de las medidas de L y C tomadas en el campo y el peso seco de los
individuos, estas se pueden utilizar como estimadores de la talla de los
individuos (Aberg 1990). Esto nos permitira determinar la biomasa (peso seco)

de cada individuo en los sucesivos muestreos no destructivos.
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Primeramente se realizd6 un muestreo destructivo y jerarquico en tres
escalas espaciales (Figura 13), el cual consistio en arrancar y medir la longitud,
circunferencia y peso seco de 168 individuos procedentes de dos cuadrados
(0.25 x 0.25 m) distribuidos al azar en tres Parcelas de cada una de las
Poblaciones estudiadas. Para ello, y mediante una cinta métrica se media la

zona mas gruesa del ramillete obtenido, asi como la longitud del eje mas largo.

El peso seco (DW) se obtuvo después de secar los individuos en una

estufa a 60 °C hasta obtener un peso constante.

3.2.2.2. Muestreo no destructivo.

Para tener un mejor conocimiento de la variacion espacial de tallas y la
abundancia de Gelidium canariense se realizd6 un muestreo no destructivo y
jerarquico en tres escalas espaciales (Figura 13, 14 y 15) iguales a las

consideradas en el analisis genético. Las categorias consideradas fueron:

sPoblaciones: Se consideraron dos zonas con una distribucion

continua de Gelidium canariense, separadas 500 m.

=Parcelas: Dentro de cada Poblacién se consideraron dos areas

(2 x 5 m) y separados entre 20 y 50 m.

=Cuadrados: Se realizaron entre ocho y trece Cuadrados dentro

de cada Parcela siendo la separacion entre ellos menos de 3 m.
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Poblaclén 1 »Poblaclon 2
500 m
I l I I
Parcell 1 g p» Parcela 2 Parcela 1 Parcela 2
20-50 m
cuadrados cuadrados cuadrados cuadrados
< 2m

Figura 13.- Disefio experimental del estudio.

Figura 14.- Poblaciones de Gelidium canariense analizadas en Bocabarranco (Géaldar).
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Figura 15. Poblaciones y parcelas en la localidad de Bocabarranco (Galdar) en marea
baja. A) Poblacién 1 y parcelas estudiadas (P1 y P2). B) Parcela 1 de la
poblacion 2. C) Parcela 2 de la poblacién 2.
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La parte de las poblaciones de Gelidium canariense donde se realiz6
el muestreo presentan una estructura espacial en mosaico y los Cuadrados,
de dimensiones 0.25 x 0.25 m, se colocaron al azar en los parches para
analizar el mayor numero de individuos posibles. Se analizaron
aproximadamente 100 individuos en cada Parcela. Dado que los Cuadrados
se colocaron al azar en los parches donde G. canariense estaba presente
los valores calculados de biomasa cosechable y densidad son medidas de:
biomasa y abundancia para los poblaciones de G. canariense analizados y

no para la poblacién entera.

Para facilitar la identificacién de los Cuadrados en los sucesivos aiios,
se utilizé6 el método de los puntos fijos que consiste en medir la distancia
desde dos extremos del Cuadrado a dos puntos fijos previamente
establecidos. Ademas, se realizaron croquis con la situacion de los
Cuadrados en el area de estudio y se tomaron fotos de cada uno de ellos.

Dentro de cada Cuadrado, primero se identificaban los individuos, y
posteriormente se media su circunferencia y longitud maxima. Luego se
identificaba el estado reproductivo de su ciclo vital y se realizaba un croquis
en el que se indicaba la posicion relativa del individuo en el Cuadrado. Los
individuos se clasificaron en tres categorias segin su estado reproductivo:
1.- Esporofito, 2.- Gametofito y 3: Desconocido, cuando no fue posible
distinguir ninguna estructura reproductora.

La medicion de la longitud se llevé a cabo mediante la utilizaciéon de
una cinta métrica milimetrada, disponiendo ésta desde la parte basal hasta
el apice del eje principal. Debido a que las irregularidades del substrato
pueden afectar la precisiéon de la medida se buscaba con cuidado el eje mas

largo.

A partir de los croquis de los individuos en cada Cuadrado se pudo
determinar la tasa de supervivencia y el reclutamiento dado que estos

fueron analizados nuevamente en los afios posteriores.
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El peso seco (DW) de los individuos se obtuvo introduciendo los
valores de L y C maximos medidos cada afio, en la formula de regresion

que se habia obtenido en el muestreo destructivo.

i '
Para conocer la estructura demografica de la poblacién se realizo una

clasificacién de los individuos en clases de tallas. Segun Harper (1977) el
crecimiento de los genets se puede tratar como un proceso exponencial, por
lo que la clasificacion en tallas se hizo a partir de los datos transformados

con log. lo que nos permitié elegir clases de talla de igual amplitud.

3.2.3. Estudio piloto de marcaje de individuos.

Este estudio se llevd a cabo paralelamente con el objetivo de facilitar

la relocalizacién de los individuos en los sucesivos registros.

Para el marcado de los individuos se utilizaron etiquetas que
consistian en tubos de goma (spaguetti tags) (3 x 0,2 cm) de diferentes
colores y numerados, sujetados con hilos finos de nylon al individuo (Figura
16). Se etiquetaron 3 frondes en cada individuo, en dos cuadrados con alta

densidad en cada parcela.

Para el marcado se utilizaron frondes robustos y de un porte
considerable, evitando los frondes muy pequefos, debiltados o
fragmentados. Las etiquetas se colocaron en la parte basal de los ejes
seleccionados, ya que al ser ésta la parte mas robusta, la probabilidad de
permanencia de la etiqueta en el fronde era mayor (Figura XB). Ademas,
Gelidium canariense posee un tipo de crecimiento apical y la colocacion de
la etiqueta en la zona basal de los frondes no producia ningtin efecto en la

elongacion de los mismos.
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Figura 16.- A) Individuo de Gelidium canariense marcado con tres etiquetas (flecha). B)
Detalle de fronde con etiqueta en la parte basal.

3.2.4. Analisis estadistico de datos.

En el muestreo destructivo se realizé una regresién entre el peso seco y
el volumen (LC?) de los individuos mediante el programa Microsoft Excel 5.0a
(Microsoft Corporation, US, 1985-1994).

La variabilidad espacial y temporal se analiz6 mediante analisis de la
varianza anidados y semi-anidados utilizando el programa SuperANOVA
(Abacus Concepts, Inc., Berkeley, CA, 1989). En este analisis el factor Afio se
consider6 fijo y las factores Poblacion, Parcela y Cuadrado aleatorios. En el
analisis de las fases del ciclo de vida, el factor Fase se considero fijo. Los
factores y ecuaciones de los modelos utilizados en los ANOVAs de los
distintos parametros demograficos se detallan en la Tabla 5.
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MUESTREO DESTRUCTIVO

MUESTREO NO DESTRUCTIVO

BIOMASA INDIVIDUAL

BIOMASA COSECHABLE Y

DENSIDAD

BIOMASA INDIVIDUAL

1-F S=POBLACION S=POBLACION A=ANO

2-R P=PARCELA (POBLACION) P=PARCELA (POBLACION) S=POBLACION

3:-R C=CUADRADO (PARCELA, POBLACION) P=PARCELA (POBLACION)

4-R C=CUADRADO (PARCELA, POBLACION)

5-R A*S=ANO* POBLACION

6-R A'P=ANO" PARCELA (POBLACION)

7-R A*C=ANO*CUADRADO(PARCELA,POBLAC!
ECUACION '
DEL Xijgm = H + S + Pyt Crgpt €km Xim = M + Sy + Pyt €4m Xipm= W 8 +Pyt A*Sot A*P iy + A*Crng iy €1piam
MODELO

Tabla 5.- Ecuaciones de los modelos de los diferentes ANOVAs. F: Factor fijo, R: Factor aleatorio, e: varianza residual.
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MUESTREO NO DESTRUCTIVO

BIOMASA COSECHABLE Y DENSIDAD

CICLO DE VIDA

SUPERVIVENCIA Y RECLUTAMIENTO

1-F A=ARO E=ESTADIO

2-R S=POBLACION S=POBLACION S=POBLACION

3-R P=PARCELA (POBLACION) P=PARCELA (POBLACION) P=PARCELA (POBLACION)
4-R A*S=ANO* POBLACION E*S=ESTADIO* POBLACION

5-R A*P=ANO* PARCELA (POBLACION) E*P=ESTADIO* PARCELA (POBLACION)

ECUACION

DEL Xy = W+ S + Pyt A*S i+ A*Pyyteyy Xy = B + S; + Pyt E*Sy+ E*Pyygyteyq Xyk= W + §; + P+ e
MODELO

Tabla 5 continuacion. Ecuaciones de los modelos de los diferentes ANOVAs F: Factor fijo, R: Factor aleatorio, e: varianza residual.
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Donde:

u : Media general

Si : Variabilidad poblacional

Py;): Variabilidad entre las Parcelas j de la Poblacion

Cm(j,i):Variabilidad del peso seco entre los Cuadrados m de la Parcela i
dentro de la Poblacién i

&ikm, i, . Variabilidad entre los individuos

A*S;: Interaccién del Factor Afio y Poblacion

A*Py :Interaccién del Factor Afio y Parcela dentro de cada Poblacion
E*S;: Interaccién del Factor Estadio y Poblacion

E*Py: Interaccidn del Factor Estadio y Parcela dentro de cada Poblacion

En el analisis de la varianza es necesario tener muestras simétricas, por
lo que se hizo necesario considerar subgrupos del conjunto total de datos

elegidos al azar, para ello se utilizaron tablas aleatorias.

En el ANOVA de biomasa individual dentro de cada Cuadrado se

eligieron 3 individuos y dentro de cada Parcela se eligieron 5 Cuadrados.

Para el ANOVA de biomasa cosechable y densidad se eligieron 5
Cuadrados en cada Parcela y por tltimo, en el analisis de la proporcién de los

estadios se consideraron 8 Cuadrados en cada Parcela.

Si no existe variacién entre las unidades de muestreo a pesar de la
posibilidad inicial, estos términos se pueden agrupar de tal manera que se
aumenta la potencia del test estadistico (Underwood 1997). A este
agrupamiento se le denomina de agrupamiento de componentes post hoc (Post
hoc pooling). Se realizaron agrupamientos post hoc en todos los ANOVAs del

muestreo no destructivo.
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Para comprobar la homogeneidad de varianzas se utilizé6 el test de
Cochran (Winer et al, 1991) y cuando estas eran heterogéneas se
transformaron con Jog. (biomasa cosechable) o con log. (x+1) en el caso de

proporcién de gametofitos.
El intervalo de las clases de talla se calcul6 con la siguiente férmula:

_ DW max— DW min
5

L

donde:
L: Intervalo, DW max: Peso seco maximo y DWW min: Peso seco minimo.

Los valores medios citados en el texto se obtuvieron después de realizar
las transformaciones inversas respectivas. En todos los analisis el nivel de

significacién considerado fue de 0.05.
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4.1. ANALISIS GENETICO.

4.1.1. Muestreo general.

Un total de 949 individuos que constituyen una coleccién de material
seco. En las primeras recolecciones realizadas el numero de individuos
identificados como gametofitos femeninos fue considerablemente bajo (<10)
por lo que fue necesario establecer un segundo muestreo dirigido, con el fin de
muestrear alrededor de 30 individuos para cada una de las poblaciones. La
imposibilidad de encontrar individuos gametofitos femeninos hizo que el
analisis se limitara a nueve poblaciones. El nimero de individuos desconocidos

fue considerablemente alto en todas las poblaciones (Tabla 6, Figura 17).

Los individuos de las distintas categorias (gametoﬁtos femeninos vy
tetraesporofitos) que fueron muestreados en las distintas jerarquias y en

muestreos consecutivos se detallan en la Tabla 6.
4.1.2. Extraccioén y purificacion del ADN.

La extraccion de ADN en Gelidium canariense y G. arbuscula se llevo a

cabo mediante el método de extraccién rapida de ADN (Cenis 1992; Alberto et

al. 1997) con modificaciones.

De las diferentes modificaciones ensayadas se seleccioné la incubacion
de las muestras en un bafio termostéatico a 65 °C durante 20 minutos porque de
esta manera se activaban las ARNasas celulares y se favorecia la degradacion
del ARN celular como se puede observar en la Figura 18. Esta modificacion se
traducia en una considerable reduccién de tiempo y costes econdémicos en la
fase de purificacion de ADN gendmico posterior.
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Isla Localidad Poblacion Parcela Codigo S G D S+G+tD N
GRAN CANARIA  Bocabarranco* 1 1 BBS1 27 38 M 76 K
2 BBS1P2 29 7 7 43 -
2 1 BBS2 30 38 10 78 32
| 2 BBS2P2 27 8 10 45 -
Agaete 1 1 AP1 7 2 1 20 -
2 AP2 19 1 33 23 -
3 AP3 24 32 N 67 29
Sardina 1 1 SP1 18 0 14 32 -
Subtotal Gran Canaria 181 126 77 384 92
TENERIFE Puerto de la Cruz 1 1 PCP1 2 6 16 44 -
| 2 PCP2 0 2 14 26 -
3 PCP3 17 30 10 57 27
Punta Brava 1 1 PPB1 % 32 23 81 31
2 PPB2 14 6 19 39 -
Garachico 1 1 GASIPT 12 2 8 22 -
2 GAS1IP2 16 3 7 26 -
2 1 GAS2Pt 15 34 7 56 29
2 GAS2P1 10 4 5 19 -
Subtotal Tenerife 142 119 109 370 87
LA PALMA Talavera 1 1 TLVP1 15 34 30 80 3
. Faro 1 1 FP1 10 35 32 76 30
Subfofal La Palma . 25 69 62 156 61
LA GOMERA Hermigua 1 1 HP1 0 12 27 39 12
Subtotal La Gomera 0 12 27 39 12
TOTAL ' 348 300 275 949 252

Tabla 6.- Poblaciones e individuos muestreados en las distintas jerarquias consideradas para el
anélisis genético. *: Poblacion estudiada en el analisis demografico. S: Individuos
esporofitos (diploide). G: Individuos gametofitos femeninos (haploide). D: Individuos
desconocidos. S+G+D: Nuimero total de individuos recolectados. N: Nimero de

individuos estudiados en el anélisis de la fase haploide.
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Figura 17.- Proporcién de individuos observados segun el estado reproductor para el analisis genético por poblacion.
I : Esporofito, ll: Gametofito femenino, [ Desconocido.
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1 23745 65 8 : 547 18 A B C D

Figura 18.- Cuantificacién de ADN genémico de G. canariense de la poblacion de
Bocabarranco. 1-9:Muestras calentadas a 60 °C durante 20 min. 10-18:
Muestras sin calentar. A,B,C,D: Patrones de 0,01, 0,05, 0,1 y 0,25 pg/pl de
ADN respectivamente.

El rendimiento de ADN obtenido mediante éste metodo estuvo
comprendido entre 0,5 y 12,5 g a partir de 120 mg de material seco, es decir

entre 0,0004 y 0,10 yg/mg.

De los diferentes tratamientos de purificacién ensayados se seleccion6
el sistema de clean up de ADN de Wizard (Promega) dado que este fue el
unico sistema que originaba ADN de suficiente calidad para su posterior

amplificacion.

De las dos especies estudiadas, el ADN de G. arbuscula amplificaba sin
ser necesario llevar a cabo la purificacion, sin embargo, se opté por purificarlo
para obtener ADN de mayor calidad y mejorar la eficiencia de la amplificacion.
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4.1.3. Amplificacion del ADN. —

De las diferentes variables ensayadas para la fase de amplificacion
([Cl.Mg 1, [ADN], n° de ciclos y T? se obtuvieron los mejores resultados
aplicando las siguientes condiciones: 1,5 mM de Cl-Mg, 25 ng de ADN molde,
35 ciclos y una temperatura de desnaturalizacién de 94 °C debido a que la
combinacion de los diferentes parametros seleccionados originaba patrones de

amplificacion con mayor resolucion.

4.1.4. Reproducibilidad de patrones de ADN.

A continuaciéon se exponen los resultados obtenidos en los diferentes
estudios realizados para analizar la reproducibilidad de Ios patrgnes de
amplificacién del ADN. Las condiciones entre los diferentes ensayos se fueron
homogeneizando progresivamente lo que favoreci6 la reproducibilidad de los

patrones de ADN.

Para los marcadores RAPD interpretados en las dos réplicas se
determiné el porcentaje de reproducibilidad de los diferentes tipos o categorias
de bandas consideradas en funcién de la intensidad de la banda. Las

categorias consideradas fueron: débil, media'y fuerte.
Reproducibilidad entre distintas amplificaciones

Las reacciones de amplificacion para cada uno de los cuatro
cebadores se realizaron en diferentes dias y por consiguiente los cocteles de
amplificacion fueron independientes unos de otros. Ademas, los productos de
amplificacién se separaron en electroforesis distintas. Se determind el
porcentaje de reproducibilidad de las diferentes categorias de bandas

consideradas en funcién de la intensidad de la banda.
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La Tabla 7 muestra la distribucion y reproducibilidad de los marcadores

clasificados en funcién de su intensidad. Se encontraron diferencias en el

numero de marcadores RAPDs aparecidos entre la primera y la segunda

réplica realizadas con siete cebadores en 11 bulks poblacionales. En la primera

se observaron 33 bandas mientras que en la segunda se observaron 17.

N° bandas
N° bandas séloen1  N° bandas sélo en 2 TOTAL %R
comunesaiy?2
Entre BF 2 0 11 13 85
Réplicas MF 3 0 3 6 50
DF 11 0 3 14 21
TOTAL 16 0 17 33 52
N° bandas sélo en 1 N° bandas soélo 2 N° bandas TOTAL %R
comunesaiy2
Entre
BF 2 0 17 19 89
Electroforesis
MF 3 0 1 4 25
DF 19 0 16 35 46
TOTAL 24 0 34 58 59
N° bandas soloen1  N° bandas solo en 2 N° bandas TOTAL %R
comunesaiy?2
BF 0 0 17 17 100
Entre PCR
MF 1 0 12 13 93
DF 3 0 23 26 89
TOTAL 4 0 52 56 93

Tabla 7.- Distribucién y reproducibilidad de los marcadores RAPD clasificados segin

intensidad de la banda en los distintos estudios de reproducibilidad. BF:
Marcadores de intensidad fuerte, MF: Marcadores de intensidad media, DF:

Marcadores de intensidad débil, %R: Porcentaje de reproducibilidad.
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Un total de 17 marcadores aparecieron en ambas réplicas, de los que 16
fueron exclusivos de la primera replica mientras que en la segunda réplica no

apareci6 ningun fragmento nuevo.

La mayor diferencia en el nimero de bandas exclusivas entre las dos
réplicas fue debido al nimero de bandas débiles interpretadas en la réplica 1.
El nimero de bandas de la categoria media fue de 3 y en la categoria de

| bandas fuerte fue 2.

La reproducibilidad total fue de 52% lo que indica que el 52% de las
bandas interpretadas en la primera réplica también fueron interpretadas en la
segunda réplica. La reproducibilidad observada en las diferentes categorias fue
de 85, 50 y 21% para los marcadores fuertes, medio y débiles respectivamente.

Reproducibilidad entre electroforesis

Las reacciones de amplificacion para los 14 cebadores analizados se
realizaron en el mismo tubo de microcentrifuga para cada cebador de esta
manera se eliminaban las diferencias entre las diferentes amplificaciones
debido al pipeteo o a la mezcla de los diferentes componentes del coctel de
amplificacion. Los productos de amplificacion de cada cebador se obtuvieron

en la misma amplificacion pero fueron separados en electroforesis de gel de

agarosa diferentes.

La tabla 7 muestra la distribucion y reproducibilidad de los marcadores
RAPDs clasificados en funcion de la intensidad de las bandas. Se observo
variacion del nimero de marcadores RAPDs interpretados en las dos réplicas
de electroforesis realizadas con 14 cebadores, en la primera electroforesis se

interpretaron 58 marcadores y en la segunda electroforesis 34 marcadores.

Se consideré un total de 58 marcadores, de los cuales 24 fueron
exclusivos de la primera electroforesis mientras que en la segunda
electroforesis no aparecieron ningun fragmento nuevo y 34 bandas estuvieron

presentes en ambas electroforesis.
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La mayor diferencia entre el numero de bandas exclusivas de la
electroforesis 1 y la electroforesis 2 fue debido al mayor nimero de bandas de
intensidad débil (19) interpretadas en la electroforesis 1. Para el resto de
categorias, el nimero de bandas de la categoria media fue de 3 y el nimero de

bandas de la categoria fuerte fue de 2.

La reproducibilidad encontrada para las distintas categorias fue de 89,
25 y 46% para los marcadores fuertes, medio y débiles respectivamente. La
reproducibilidad total fue de. 59% lo que indica que el 59 de las bandas
interpretadas en la primera electroforesis fueron también interpretadas en la

segunda electroforesis.

Reproducibilidad entre reacciones de amplificacién dentro de una misma

PCR.

Los cocteles de amplificacion para cada uno de los 12 cebadores
incluyendo Taq polimerasa, tampon, dNTPs, Cl,Mg y cebador se obtuvieron de
las mismas soluciones stock y se realizaron en el mismo tubo de
microcentrifuga de tal manera que no existen diferencias entre las réplicaciones
debido al pipeteo o mezcla de los diferentes componentes del coctel de
amplificacién. Las reacciones de amplificacién fueron llevadas a cabo el mismo
dia, una al lado de otra en la misma placa de amplificacion, para descartar las
diferencias de temperatura ambiente entre las reacciones. Los productos de
amplificacion fueron separados en el mismo gel de agarosa colocando las
réplicas de cada bulk poblacional para los diferentes cebadores una al lado de

otra.

La variacién en cuanto al nimero de bandas de RAPDs interpretadas en
las dos amplificaciones realizadas con 26 cebadores fue muy bajo (Tabla 7)

siendo la diferencia tan sélo de 4 marcadores.
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Un total de 56 marcadores fueron considerados, de los cuéles 4
fragmentos aparecieron sélo en la amplificacién 1, en la segunda amplificacién
no aparecid ninguno nuevo y 52 bandas fueron comunes a ambas
amplificaciones. De los 4 marcadores que no fueron comunes a ambas
réplicas, 3 fueron bandas débiles y una banda fuerte, por tanto la diferencia
entre el nimero de bandas interpretadas solo en la amplificacion 1 y el numero
de bandas interpretadas sélo en al amplificacion 2 fue debido al mayor nimero
de bandas interpretadas de la categoria débil en la amplificacion 1.

La reproducibilidad fue de 100, 92,3 y 88,5 % para las bandas fuertes,
media y débiles respectivamente. La reproducibilidad total fue de 93% lo que
indica que cerca del 93% de las bandas interpretadas en una amplificacion

también fueron interpretadas en la segunda amplificacion.
Reproducibilidad entre diferentes extracciones de ADN.

Individuos extraidos en diferentes extracciones que fueron amplificados
y separados en idénticas condiciones de amplificacién y electroforesis dieron
lugar a patrones de ADN idénticos. Los cocteles de amplificacién para cada
una de las extracciones incluyendo Tag polimerasa, tampén, dNTPs, ClbMg y
cebador se obtuvieron de las mismas soluciones stock y se realizaron en el
mismo tubo de microcentrifuga de tal manera que no existen diferencias entre
las réplicas debido al pipeteo o mezcla de los diferentes componentes del
coctel de amplificacion. Las amplificaciones fueron lievadas a cabo una al lado
de otra en la misma placa de amplificacién. Los productos de amplificacién
fueron separados en el mismo gel de agarosa colocando las réplicas de cada

extraccion para los tres cebadores una al lado de otra.
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4.1.5. Analisis de bulks poblacionales.

4.1.5.1. Niveles de diversidad genética.

De los 80 cebadores decameros (Kit M, N, K, L. Operon Technologies
Inc.) utilizados en el test inicial, 43 de ellos originaron productos de

amplificacion con buena resolucion y nitidez (Tabla 8).

Sin embargo y para el caso de los bulks poblacionales, de estos 43
cebadores seleccionados iniciaimente, aproximadamente la mitad (21)
amplificaron en todas las poblaciones de G. canariense y G. arbuscula.
Ademas dos cebadores (OPM 4y OPK 6) amplificaron sélo en las poblaciones
de G. canariense y 3 cebadores (OPM 11, OPK 12 y OPK 19) amplificaron

exclusivamente en las poblaciones de G. arbuscula (Tabla 10).

En el analisis individual, se analizaron 23 y 24 cebadores para G.
canariense y G. arbuscula respectivamente, obteniéndose un polimorfismo de
60 % en G. canariense y 31 % para G. arbuscula (Tabla 9). Las diferencias en

el polimorfismo son debidas posiblemente a que sé analizd un menor numero

de poblaciones en G. arbuscula.
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ESPECIE
CEBADOR  SECUENCIA 5'-3' G. canariense  G. arbuscula
OPM 1 GTTGGTGGCT ¥ ¥
OPM 2 ACAACGCCTC + +
OPM 3 GGGGGATGAG + +
OPM 4 GGCGGTTGTC + +
OPM 5 GGGAACGTGT + +
OPM 6 CTGGGCAACT + +
OPM 7 CCGTGACTCA + n
OPM 8 TCTGTTCCCC

= OPM 9 GTCTTGCGGA + +
OPM10  TCTGGCGCAC

=  |oPM11  GTCCACTGTG + +

S OPM 12 GGGACGTTGG + +
OPM 13 GGTGGTCAAG + +
OPM14  AGGGTCGTTC + *
OPM15  GACCTACCAC + +
OPM16  TCAGTCCGGG + 4
OPM 17 CACCATCCGT + +
OPM 18 CCTTCAGGCA + +
OPM 19 CCTTCAGGCA
OPM20  AGGTCTTGGG + +
OPK 1 CATTCGAGCC ¥ ¥
OPK 2 GTCTCCGCAA
OPK 3 CCAGCTTAGG
OPK 4 CCGCCCAAAC + +

| OPK 5 TCTGTCGAGG

OPK 6 CACCTTTCCC + ¥
OPK 7 AGCGAGCAAG + ¥
OPK 8 GAACACTGGG + ¥

e OPK 9 CCCTACCGAC

— OPK 10 GTGCAACGTG + +

o OPK11 - AATGCCCCAG

b OPK 12 TGGCCCTCAC * +
OPK 13 GGTTGTACCC
OPK 14 CCCGCTACAC
OPK 15 CTCCTGCCAA
OPK 16 GAGCGTCGAA + +
OPK 17 CCCAGCTGTG + +
OPK 18 CCTAGTCGAG
OPK 19 CACAGGCGGA + +
OPK 20 GTGTCGCGAG + *

Tabla 8.- Cebadores y sus secuencias utilizadas en el test inicial. +: Amplificacion

positiva.
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ESPECIE
PRIMER SECUENCIA 5'-3' Gelidium canariense Gelidium arbuscula
OPL 1 GGCATGACCT
OPL2 TGGGCGTCAA
OPL3 CCAGCAGCTT
OPL 4 GACTGCACAG
OPL5 ACGCAGGCAC
OPL6 GAGGGAAGAG
OPL7 AGGCGGGAAC ¥ +
OPLS AGCAGGTGGA
1 |oPL9 TGCGAGAGTC
| |OPL10  TGGGAGATGG
™ |oPL11  ACGATGAGCC
3 |opL12  GGGCGGTACT + +
OPL13  ACCGCCTGCT
OPL14  GTGACAGGCT + +
OPL15  AAGAGAGGGG
OPL16  AGGTTGCAGG + +
OPL17  AGCCTGAGCC + +
OPL18  ACCACCCACC
OPL19  GAGTGGTGAC
OPL20  TGGTGGACCA
OPN1 CTCACGTTGG ¥ ¥
OPN 2 ACCAGGGGCA + *
OPN 3 GGTACTCCCC + +
OPN 4 GACCGACCCA + ¥
OPN5 ACTGAACGCC
OPN 6 GAGACGCACA
OPN7 CAGCCCAGAG
OPN 8 ACCTCAGCTC + +
— |OPN9 TGCCGGCTTG + +
OPN10  ACAACTGGGG + ¥
= |oPN11  TCGCCGCAAA + +
N’ |OPN12  CACAGACACC + ¥
OPN13  AGCGTCACTC + +
OPN14  TCGTGCGGGT
OPN15  CAGCGACTGT
OPN16  AAGCGACCTG
OPN17  CATTGGGGAG
OPN18  GGTGAGGTCA
OPN19  GTCCGTACTG
OPN20  GGTGCTCCGT

Tabla 8 Continuacion.
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ESPECIE N° CEBADORES NF PE %P
1.- G. canariense 23 147 84 57
2- G. arbuscula 24 115 36 31

Tabla 9.- Nimero de cebadores, nimero de fragmentos producidos (NF), nimero de

fragmentos polimorficos (PF) y porcentaje de polimorfismo (%P) obtenidos en

cada especie.

En G. canariense, el nimero de bandas producido por cebador varid
entre 1 para el cebador OPK 6 y 12 para los cebadores OPM 20 y OPK 4,
siendo el nimero medio de bandas por cebador de 6,4 (Tabla 10). En G.
arbuscula, el nimero de bandas producido por cebador también vario entre 1
para los cebadores OPM 11, OPK 12 y 12 para los cebadores OPM 14y OPK 4

siendo el niimero medio de bandas por marcador de 4,8.

En G. canariense, el porcentaje de polimorfismo por cebador estuvo
comprendido entre el 0 % para el cebador OPK 6 y el 86 % para los cebadores
OPM 3 y OPN 9, mientras que en G. arbuscula vari6 entre el 0 % para OPM 2,
OPM 3, OPM 7, OPM 11, OPM 12, OPK 8, OPK 12, OPK 19, OPL 7, OPN 2y

OPN 4 y 75 % para OPM 14 (Tabla 10).
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‘ G. canariense G. arbuscula

Cebador Secuencia Tamano (pb) NF PF %P NF PF %P
OPM 2 ACAACGCCTC 600-1600 6 2 33 2 0 0
OPM 3 GGGGGATGAG 400-2000 7 ] 86 2 0 0
OPM 4 GGCGGTTGTC 400-1900 4 3 75 - - -
OPM7 CCGTGACTCA 500-800 2 1 50 2 0 0
OPM 11 GTCCACTGTG 1100 - - - 1 0 0
OPM 12 TCAGTCCGGG 300-1800 7 3 43 3 0 0
OPM 14 AGGGTCGTTC 300-2000 1 8 73 12 9 75
OPM 15 GACCTACCAC 500-2000 5 63 7 4 57
OPM 18 CACCATCCGT 450-2000 4 2 50 6 3 50
OPM 20 AGGTCTTGGG 400-2000 12 8 66 9 1 |
OPK 4 CCGCCCAAAC 400-2000 12 9 75 12 3 25
OPK 6 CACCTTTCCC 1100 1 0 0 - -
OPK7 AGCGAGCAAG 400-2000 10 5 50 8 2 25
OPK 8 GAACACTGGG 750-1100 3 1 33 2 0 0
OPK 10 GTGCAACGTG 550-2200 5 2 40 5 2 40
OPK 12 TGGCCCTCAC 1400 - - 1 0 0
OPK 16 GAGCGTCGAA 600-1600 7 4 57 5 1 20
OPK 19 CACAGGCGGA 400-1800 - - 5 0 0
OPL7 AGGCGGGAAC 500-2000 5 2 40 3 0 0
OPL14 GTGACAGGCT 700-1100 3 1 33 3 1 33
OPL16 AGGTTGCAGG 450-2100 8 4 50 7 5 71
OPN 2 ACCAGGGGCA 600-1600 6 2 33 4 0 0
OPN 4 GACCGACCCA 300-1800 6 4 67 4 0 0
OPN S8 ACCTCAGCTC 500-1000 3 2 67 2 1 50
OPN9 TGCCGGCTTG 300-900 7 6 86 6 3 50
OPN 13 AGCGTCACTC 800-1500 10 8 80 4 1 25
Total 147 88 60 115 36 3
Media 6.4 38 48 15 |

Tabla 10. Cebadores empleados, secuencias de los cebadores, peso molecular, nimero

de fragmentos obtenidos (NF) y nimero de fragmentos polimoérficos (PF) en el

anlisis de bulks en G. canariensey G. arbuscula.
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Para G. canariense, se identificaron marcadores especificos de una
poblacion (Tabla 11, Figura 19). Se encontraron 18, 8 y 7 marcadores

especificos para las poblaciones de Puerto de la Cruz, Agaete y Bocabarranco

respectivamente. El nimero de marcadores especificos fue el doble en la
poblacion de Puerto de la Cruz de Tenerife, respecto a las poblaciones de

Agaete (8) y Bocabarranco (7).

Puerto de la Cruz Agaete Bocabarranco
Cebador Tamaiio Cebador Tamaiio | Cebador Tamaiio
OPM 3 900 OPM 3 1300 |OPM2 550
OPM 12 450 OPM 20 2000 |OPM4 500

300 500 1700
OPM 14 1100 |OPNS 850 |OPK10 2100
1200 550 | OPN4 700
OPM 18 600 400 |OPN13 850
OPM 20 650 OPN13 . 1000 1300
OPK4 1600 900
1100
800
450
OPK7 1100
1000
OPK 16 1300
900
OPL 16 450
OPN 4 300
OPN9 500

Tabla 11.- Lista de marcadores RAPD especificos en las poblaciones de G. canariense.
Para cada marcador se indica el cebador que lo genera y el peso molecular
(pb) de la banda.
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Figura 19.- Amplificacion RAPD de bulks de ADN de poblaciones de G. canariense
(negro) y G. arbuscula (rojo) con el cebador OPM 20 y OPK 4. BB:
Bocabarranco, A: Agaete, S: Sardina. M: Marcador de peso molecular de 100
pb (100 pb Ladder, Pharmacia). : Marcadores especificos de poblacion.

4.1.5.2. Estructuracion genética de las poblaciones.

La tabla 12 muestra los valores de similitud obtenidos con el coeficiente
de Dice y el coeficiente SM. En todos los casos los valores mas altos se
obtuvieron con el coeficiente de Dice que sélo considera la presencia de
bandas, al contrario que el coeficiente SM que considera tanto la presencia
como la ausencia bandas como evidencia de semejanza entre poblaciones.

Considerando el coeficiente de Dice, los valores de similitud mas bajos
se obtuvieron al comparar las poblaciones de ambas especies alcanzando un
valor medio de 0,512. Las similitudes alcanzadas entre las poblaciones de G.
canariense variaron entre 0,660 y 0,868, siendo siempre la poblacion del
Puerto de la Cruz (PC) la que menor similitud present6.

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Bibliateca Digital, 2003



€002 ‘1enbig edsjoliqig "eUEUED UBIS 9P SEW[ed SET 8p PepISISAN &



Resultados 137

En G. canariense, dentro de Gran Canaria el valor mas alto de
similaridad genética (0,868) corresponde a las poblaciones de Bocabarranco
(BB) y Sardina (S), mientras que el valor de similaridad genética méas bajo
(0,825) corresponde a las poblaciones de Agaete (A) y Bocabarranco (BB), las
cudles estdn mas alejadas geograficamente. Sin embargo, el valor de
similaridad genética (0,834) entre Agaete (A) y Sardina (S) no es tan alto como

cabria esperar (Tabla 12).

Para G. canariense se obtuvo un porcentaje medio de similitud
(Coeficiente Dice) de 84,2 % entre las poblaciones de la isla de Gran Canaria
(Tabla 12) mientras que el porcentaje medio de similaridad entre las islas fue

de 69,4 %.

PC A BB S A BB
PC 0.636 0.679 0.695 0.508 0.487
A 0.660 0.807 0.823 0.487 0.444
8B 0.708 0.825 0.856 0.508 0.508
S 0.714 0.834 0.868 0.471 0.460
A 0.516 0.495 0.531 0.476 0.807
BB 0.529 0.490 0.562 0.502 0.814

Tabla 12.- Matriz de valores de similitud entre las poblaciones analizadas de G.
canariense y G. arbuscula basadoé en el coeficiente de Dice (debajo de la
diagonal) y con el coeficiente SM (arriba de la diagonal). Negro: G. canariense.
PC: Puerto de la Cruz, A: Agaete, BB: Bocabarranco, S: Sardina. Rojo: G.

arbuscula. A: Agaete, BB: Bocabarranco.

La correlacién entre distancia geografica y la distancia genética (Mantel
1967) (Figura 20) en las poblaciones de G. canariense se realizé a partir de las
distancias genéticas como 1-S, siendo S el coeficiente de similitud de Dice.

Este analisis generé un coeficiente de correlacién de 0,99 con p=0,04.
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Figura 20.- Variacion de la distancia genética (D=1-S} en relacién a la distancia

geografica en las poblaciones de G. canariense.

A partir del coeficiente de similitudes entre poblaciones (coeficiente Dice)

se realizd el arbol de similaridades por el método UPGMA (Figura 21).

Aunque se ensayaron otros coeficientes de similaridad (coeficiente SM y
coeficiente Jaccard), los resultados que se obtuvieron fueron similares y se
eligid el coeficiente de Dice para realizar el arbol de similitudes entre
poblaciones porque este considera unicamente la presencia de bandas como

evidencia de similitud.

En el arbol de similaridades (Figura 21) se observaron dos grupos
correspondiendo cada uno de ellos con las poblaciones de G. canariense y G.
arbuscula respectivamente. Dentro del grupo de la especie G. canariense
destaca la poblacion Puerto de la Cruz (PC) de la isla de Tenerife que se
separa del subgrupo que engloba a las poblaciones de Gran Canaria (Agaete,

Bocabarranco y Sardina).
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Figura 21.- Dendrograma UPGMA basado en el coeficiente de Dice obtenido con bulks
poblacionales. Negro: G. canariense. PC: Puerto de la Cruz, A: Agaete, BB:
Bocabarranco, S: Sardina. Rojo: G. arbuscula. A: Agaete, BB: Bocabarranco.
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4.1.6. Caracterizacién molecular de fase haploide y fase diploide.
4.1.6.1. Niveles de diversidad genética.

De los diferentes cebadores ensayados en el analisis previo de bulks
poblacionales, se seleccionaron veinte que originaban productos de
amplificacién con Optima resolucion, nitidez y reproducibilidad y ademas de
presentar un alto polimorfismo. De esta preseleccion, se excluirian del analisis
final cinco cebadores (OPM 7, OPM 12, OPM 14, OPM 15, OPL 7, OPN 2)
debido a la baja calidad de amplificacion en la poblacién de Talavera (TLVP1)

de La Palma.

La tabla 13 muestra la lista de cebadores utilizados, las secuencias, el
namero de fragmentos generados por cada cebador y el nimero de fragmentos

polimorficos obtenidos al comparar las fases haploide y diploide.

Los 15 cebadores analizados dieron lugar a 46 fragmentos en total con
pesos moleculares comprendidos entre 350-2000 pb. El nimero medio de
fragmentos por cebador fue de tres, estando comprendidos los valores entre un
fragmento por cebador para OPM 18, OPK 4 y OPN 8 y siete para el cebador

OPN 9.

De los 46 fragmentos, 18 (39,1 %) fueron polimorficos mientras que,
siete de los 15 cebadores analizados, fueron monomorficos (OPM 7, OPM 18,
OPK 4, OPK 10, OPK 16, OPL 16, OPN 8) para las dos poblaciones,
encontrandose el maximo de polimorfismo (86 %) en el cebador OPN 9 (Tabla
14). Ademas se obtuvo un fragmento de 550 pb exclusivo para la poblacién de

Punta Brava (PB) de la isla de Tenerife con el cebador OPM 7 (Figura 22).
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CEBADOR  Secuencia cebador Tamafo (pb) NF PF
OPM 5 GGGAACGTGT 400-1100 3 2
OPM7 CCGTGACTCA 500-550 2 0
OPM 18 CACCATCCGT 550 1 0
OPM 20 AGGTCTTGGG 780-850 2 1
OPK 4 CCGCCCAAAC 580 1 0
OPK 6 CACCTTICCC 1200-2000 4 2
OPK7 AGCGAGCAAG 600-2000 3 1
OPK 8 GAACACTGGG 750-1050 3 1
OPK 10 GTGCAACGTG 550-1200 2 0
OPK 16 GAGCGTCGAA 650-1100 3 0
OPL 14 GTGACAGGCT 780-1100 4 3
OPL 16 AGGTTGCAGG 550-950 5 0
OPN 4 GACCGACCCA 750-1700 5 2
OPN 8 ACCTCAGCTC 1000 1 0
OPN S TGCCGGCTTG 350-200 7 6
Total 46 18
Media 3 1.2

Tabla 13.- Descriptores basicos de la variabilidad genética asociada a los 15 cebadores
utilizados en el analisis fase haploide y diploide de Gelidium canariense. NF:
Numero total de bandas detectadas; NP: niimero de bandas polimérficas.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Resultados

142

Cebador Poblacién NF PF %P Hj
OPM5 . PuntaBrava 3 2 67 0,572
Talavera 3 1 33 0,314
OPM7  PuntaBrava 2 0 0 0,000
Talavera 1 0 0,000
OPM 18 Punta Brava 1 0 0 0,000
Talavera 1 0 0 0,000
OPM 20 PuntaBrava 2 1 50 0,531
Talavera 1 0 0 0,000
OPK4  PuniaBrava 1 0 0,000
Talavera 1 0 0 0,000
OPK 6 Punta Brava 4 2 50 0,832
Talavera 4 2 50 0,572
OPK7  PuntaBrava 3 1 33 0,517
Talavera 3 1 33 0,237
OPK8  PuntaBrava 2 0 0 0,000
Talavera 3 1 33 0,314
OPK 10 PuntaBrava 2 0 0 0,000
Talavera 2 0 0 0,000
OPK 16 PuntaBrava 3 0 0 0,000
Talavera 3 0 0 0,000
OPL14 PuntaBrava 2 1 50 0,237
Talavera 4 3 75 1,106
OPL 16 PuntaBrava 5 0 0 0,000
Talavera 5 0 0 0,000
OPN4  PuntaBrava 5 2 40 0,649
Talavera 5 2 40 0,754
OPN8  PuntaBrava 1 0 0 0,334
Talavera 1 0 0 0,000
OPNS  PuntaBrava 6 5 83 1,776
Talavera 5 3 60 1,126
Total Punta Brava 42 14 33 0,363
L Talavera 42 13 3 0,295

Tabla 14.- Descriptores basicos de la variabilidad genética por poblacion asociada a los
15 cebadores en el analisis fase haploide y diploide de G. canariense. NF:

Numero total de bandas detectadas; NP: namero de bandas polimorficas; H';:

Indice de Shannon.
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\
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Figura 22. Patrones de amplificacion RAPD con el cebador OPM 7. A. Lineas 1-5:
PBP1; Lineas 6-11: PBP2; B. Lineas 1-11: TLVP1. Se seiiala el marcador
exclusivo de 550 bp.
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El mayor porcentaje de polimorfismo (83%), al igual que la mayor
diversidad genética de Shannon (1,77), se obtuvieron con el OPN 9 en Punta
Brava. Ambas poblaciones presentaron un porcentaje de polimorfismo similar,
33% en la poblacién de Punta Brava (PB) de Tenerife y 31% en la poblacién de
Talavera (TLV) de La Paima. El indice de Shannon por poblacién también fue
mayor para la poblacién de Punta Brava (0,363) respecto a la poblacién de
Talavera (0,295) (Tabla 14).

Los fragmentos producidos por los 15 cebadores en el andlisis de
gametofitos femeninos y esporofitos se muestran en la Tabla 15. El porcentaje
de polimorfismo fue similar en ambos grupos, 32 % para gametofitos femeninos
y 36 % para los esporofitos a pesar de que el nimero de gametofitos fue tres

veces menor que el niumero de esporofitos.

El nimero medio de bandas producido por cebador, fue de 2,9 tanto
para gametofitos como para esporofitos. Inicialmente, cabria esperar un menor
namero de fragmentos en los individuos gametofiticos dado su caracter
haploide, sin embargo en general se obtuvo el mismo nimero medio y tamano
de bandas en ambos estudios. Sélo dos cebadores, OPL 14 y OPN 9,
mostraron diferencias entre la fase haploide y diploide, para el nimero total de
fragmentos. Tan s6lo se observaron dos fragmentos exclusivos en un individuo
gametofitico de la poblacién de Talavera (TLVP1: 16). Sin embargo, este al no
estar presente en el resto de los individuos gametofitos femeninos analizados,

no se puedo considerar como un marcador exclusivo de esta fase.
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Gametofito femenino Esporofito

CEBADOR  Tamafio (pb) NF PF NF PF
OPM 5 400-1100 3 2 3 1
OPM7 500-550 2 1 2 1
OPM 18 550 1 0 1 0
OPM 20 780-850 2 1 2 1
OPK 4 58 1 0 1 0
OPK 6 1200-2000 4 2 4 2
OPK 7 600-2000 3 2 3 2
OPK 8 750-1050 3 1 3 0
OPK 10 550-1200 2 0 2 0
OPK 16 650-1100 3 0 3 0
OPL 14 780-1100 4 2 2 1
OPL 16 550-950 5 0 5 0
OPN 4 750-1700 5 2 5 2
OPN8 1000 1 0 1 0
OPN9 350-900 5 3 7 6
Total 44 14 44 16
%P 32 % |

Tabla 15.- Parametros basicos de la variabilidad genética asociada a la fase haploide y a
la fase diploide obtenidos con 15 cebadores. NF: Numero total de bandas

detectadas; NP: niumero de bandas polimérficas; % P: porcentaje de bandas

polimérficas.

4.1.6.2. Estructuracion genética de las poblaciones.

La Figura 23 muestra los valores del coeficiente de similaridad de Dice y

el coeficiente SM obtenidos para las diferentes individuos analizados.

Los valores de similitud de Dice entre los individuos pertenecientes a
cada una de las poblaciones analizadas fueron considerablemente altos
variando entre 0,882 y 1,000 para la poblacion de Punta Brava y entre 0,886 y
1,000 para la poblacion de Talavera (Figura 23).
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Los valores mas altos de similaridad se observaron dentro de cada una
de las poblaciones, siendo el porcentaje medio de similitud para la poblacién de
Talavera (TLVP1) mayor (94%) que el porcentaje medio de similitud dentro de
la poblacién de Punta Brava (PB) (93%). El porcentaje medio entre las dos
poblaciones fue de 90%. Dentro de la poblacién de Punta Brava (PB) se obtuvo
un porcentaje medio de similitud mayor dentro de las parcelas (94%) que entre

las dos parcelas (91,8%).

A partir del coeficiente de similitudes entre poblaciones basadas en el
coeficiente Dice se realizo el arbol de similaridades por el método UPGMA

(Figura 24).

Aunque se ensayaron otros coeficientes de similaridad (coeficiente SM y
coeficiente Jaccard), los resultados que se obtuvieron fueron similares y se
eligié el coeficiente de Dice para realizar el arbol de similitud entre poblaciones
porque este considera Gnicamente la presencia de bandas como evidencia de

similitud.

El arbol UPGMA (Figura 24) muestra dos grupos claros, uno agrupa a la
mayoria de individuos de la poblacién de Punta Brava (PB) de Tenerife y otro a
todos los individuos de la poblacién de Talavera (TLV) de La Palma. A pequeina
escala no se aprecia una diferenciacion evidente, dado que los individuos de

las dos parcelas de Punta Brava (PB) no se diferencian en grupos definidos.
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PPB1 PPB1 PPB1 PPB1 PPB1 PPB2 PPB2 PPB2 PPB2 PPB2 PPB2

* *
g* 16 20 39 43 8 11 30 N 45 48 TLV 1 TLV7 TLVO TLVA10 TLV14 TLV46* TLV18* TLV19 TLV 23 TLV35 TLV 49

PPB1 9* 0891 0957 0935 0978 [0,957 0870 0891 0891 0891 0848 0891 0848 0804 0870 0848 0804 0891 0,848 0826 0848 0,848
PPB116 {0,925 0,891 0,870 0870 0,891 0,848 0870 0,870 0913 0870 0826 0870 0870 0848 0826 0826 0913 0826 0,804 0826 0,826
PPB120 {0,971 0,925 0935 0935 {0913 0870 0891 0,891 0891 0848 0848 0848 0761 0826 0848 0761 0848 0804 0,826 0,848 0,848
PPB139 0,955 0,909 0,955 0913 0,891 0848 0870 0870 0870 0826 0826 0826 0739 0804 0783 0,739 0826 0783 0,761 0826 0,826
PPB143 0,986 0912 0,957 0,941 0,978 0848 0870 0870 0870 0870 0870 0826 0783 0848 0826 0,783 0870 0826 0804 0826 0,826

PPB2 8 0971 0925 0941 0925 0,986 0870 0891 0891 0891 0891 0891 0848 0804 0870 0848 0804 0891 0848 0826 0,848 0,848
PPB211 0912 089% 0912 0896 0899 0912 0978 0978 0935 0891 0935 0935 0848 0913 0891 0804 0848 0935 0913 0978 0,978
PPB230 0925 09209 0925 0909 0912 0,925 0,985 1,000 0957 0913 0913 0913 0826 0891 0870 0826 0870 0913 0,891 0957 0,957
PPB231* 0925 0909 0925 0909 0912 0,925 0,98 1,000 0957 0913 0913 0913 0826 0891 0870 0826 0870 0913 0891 0957 0957
PPB245* 0925 0,939 0925 0,909 0912 0926 0955 0970 0,970 0913 0913 0957 0826 0848 0870 0870 0913 0913 0848 0913 0913
PPB248* 0,899 0912 0,899 0882 0914 0,928 0928 0941 0941 0,941 0870 0870 0783 0804 0826 0783 0826 0826 0804 0870 0,870

TLVP11 0928 0882 0899 0882 0914 0928 0957 0941 0941 0941 0914 0957 0870 0935 0957 0870 0913 0957 0935 0957 0,957
TLVP17 089 0909 0896 0879 0882 0896 095 0939 0939 0970 0912 0,971 0,870 0891 0913 0870 0913 0,97 0891 0957 0,97
TLVP19 0870 0912 0841 0824 0857 0870 0899 0882 0882 0882 0857 0,914 0912 0935 0870 0826 0870 0913 0891 0870 0,870
TLVP110 0912 089 00882 0866 0899 0912 0941 0925 0925 0896 0870 0,957 0925 0,957 0935 0,848 0891 0935 0957 0935 0,935
TLVP114 0901 0886 0,901 0857 0889 0,901 0930 0914 0914 0914 0889 0,972 0943 0917 0,958 0,870 0913 0913 0978 0913 0,913
TLVP116* 0,873 0,886 0845 0829 0861 0873 0873 0886 0886 0914 0861 0917 0814 0883 0901 0919 0913 0870 0848 0826 0,826
TLVP118* 0925 0939 0,89 0879 0912 0925 089% 0909 0909 0939 0882 0941 0933 0912 0925 0943 0943 0913 0891 0870 0870
TLVP119 0,896 0,879 0,866 0,848 0882 089 0955 0939 0939 0939 0882 0971 0970 0941 0955 00943 0914 0,939 0,935 0,957 0,957
TLVP123 0,886 0870 0,886 0841 0873 0886 0943 0928 0928 0899 0873 0,958 0928 0930 0971 0986 0904 0928 0,957 0,935 0,935
TLVP135 0,89 0879 0,896 0879 0882 0,89 0985 0970 0970 0939 0912 [0971 0970 0912 0955 0943 0886 08909 0970 0,957 1,000
TLVP149 089 0879 0,896 0879 0882 089 0985 0970 0970 0939 0912 0971 0970 0,912 0955 0943 0,886 0,909 0,970 0,957 1,000

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Biblicleca Digdal, 2003

Figura 23.- Matriz de los valores del coeficiente de Dice debajo de la diagonal y del coeficiente SM arriba de la diagonal entre los diferentes individuos
analizados. PPB1: Punta Brava, Parcela 1, PPB2: Punta Brava, Parcela 2, TLVP1: Talavera, Parcela 1. * : Gametofitos femeninos.
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Figura 24.- Dendrograma UPGMA basado en el coeficiente Dice.
* : Gametofitos femeninos.
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4.1.7. Caracterizacion de gametofitos masculinos.

Las secciones observadas con microscopia Optica presentaron idénticos
caracteres vegetativos (por ej. organizacion celular) descritos previamente por
Rodriguez & Santelices (1988) para distinguir las especies Pferocladia y
Gelidium. En ninguno de los cinco tipos de fragmentos se identificd ninguna
estructura reproductora relacionada con el espermatangio o con la formacion
de las espermatidas (Figura 25).

‘%

Figura 25. A: Seccion longitudinal de un fragmento de talo de G. canariense, soportando
tetraesporofitos (Flecha). Tincién con azul de toluidina. Grosor 5 um.
B: Seccion transversal de un fragmento de G. canariense del tipo 4.2 (ver
texto). Obsérvese que no hay ningin indicio de ningin tipo de célula o
estructura relacionada con el espermatangio.
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4.1.8. Analisis de la fase haploide.

4.1.8.1. Niveles de diversidad genética.

4.1.8.1.1. Niveles de diversidad genética por poblacion.

De los diferentes cebadores ensayados previamente, se seleccionaron

para el analisis de la fase haploide 15 cebadores que dieron lugar a productos
de amplificacion con resolucion, nitidez y reproducibilidad 6ptimas (OPM 5,
OPM 7, OPM 18, OPK 4, OPK 7, OPK 8, OPK 10, OPK 16,0PL 14, OPL 16,
OPN 4, OPN 8, OPN 9).

De esta preseleccion, se excluirian del andlisis final OPM 20 y OPK6
debido a la baja calidad de amplificacion en las dos Ultimas poblaciones de
Punta Brava (PPB1) de Tenerife y Talavera (TLVP1) de La Palma. Para
corroborar la homologia de las bandas entre las distintas electroforesis se
corrieron siempre individuos de distintas electroforesis y poblaciones en el

mismo gel.

Se obtuvo un total de 131 bandas y se eliminé el 36,6 % de las bandas,
al hacer un filtro que consistié en eliminar las bandas con frecuencia inferior al
5%. Se obtuvo una matriz de 83 marcadores con tamarios comprendidos entre
350 (OPN 9-8) y 2000 pb (OPM 7-1, OPK 8-1, OPL 16-1, OPN 8-1). De los 13
cebadores analizados en esta especie, los cebadores OPK 16 y OPL 16 fueron
los mas variables, obteniéndose un maximo de 12 y 10 fragmentos
respectivamente. Por el contrario, los cebadores OPK 10 (3) y OPM 56y OPK 8

(4) dieron lugar al menor numero de bandas (Tabla 1 Anexo).

El nimero medio de fragmentos por poblacion y cebador vari6 entre 1,9
(OPM 5) y 8,9 (OPK 16), sin embargo el minimo polimorfismo medio por
cebador y poblacion correspondio al cebador OPM 18 (55,2 %) y el maximo a
los cebadores OPK 4 y OPN 9 (100 %).
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El indice de Shannon (Lewontin 1972) se utilizo para cuantificar el nivel
de diversidad genética presente dentro de cada poblacion muestreada por
cebador. Para cada poblacion, las estimaciones de diversidad genética variaron
entre los diferentes perfiles de RAPD amplificados por los diferentes
cebadores. Por ejemplo, OPM 5 y OPK 16 dieron estimaciones de diversidad
genética de 0,00 y 3,16 respectivamente para la poblacion de Bocabarranco 1
(BBS1) de Gran Canaria. Los valores medios del indice de Shannon por
poblacién y cebador variaron entre 0,44 del OPM 5y OPK 8y 2,99 del OPK 16

(Tabla 16).

A pesar de los altos niveles de variacion, no se encontré ninguna banda
monomorfica exclusiva por poblacién. Sin embargo, se detectaron 7 bandas
polimérficas exclusivas de alguna isla. Asi, las bandas OPM 7- 4, OPM 18- 2,
OPM 18-3, OPK 7-2, OPK 16- 9, OPN 8-4 se observan so6lo en los individuos
de la isla de Gran Canaria. De igual manera, la banda OPN 4-6 fue exclusiva
de las poblaciones de Tenerife con frecuencia 0,203 como se muestra en la
Tabla 1 del Anexo. Sin embargo, ninguna de estas bandas constituyé un
marcador identificativo e inequivoco de las poblaciones de cada isla porque €n

ningan caso, estuvieron presentes en todos los individuos de las poblaciones

de cada isla.
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Tabla 16.- Descriptores basicos de la variabilidad genética asociada a los 13 cebadores

utilizados para el andlisis de las poblaciones de Gelidium canariense. NF:
Numero total de bandas detectadas; PF: nlimero de bandas polimorficas; % P:
porcentaje de bandas polimorficas; H’: Diversidad genética (Indice de
Shannon). BBS1: Bocabarranco, Poblacion 1 Parcelal; BBS2P2:
Bocabarranco, Poblacion 2, Parcela; AP3: Agaete, Parcela3; PCP3: Puerto de
la Cruz , Parcela 3; GAS2P1: Garachico, Poblacion 2, Parcela 1; PPB1: Punta
Brava, Parcela 1; FP1: Faro, Parcela 1; TLVP1: Talavera, Parcela 1; HP1:

Hermigua, Parcela 1.

Cebador Poblaciéon NF PF % P H’;
OPM 5
BBS1 1 0 0,0 0,00
BBS2P2 2 1 50,0 0,16
AP3 2 1 50,0 0,17
PCP3 1 1 100,0 0,05
GAS2P1 1 1 100,0 0,05
PPB1 4 4 100,0 2,01
FP1 1 1 100,0 0,05
TLVP1 4 4 100,0 1,21
HP1 1 1 100,0 0,22
Media 1,9 1,6 77,8 0,44
OPM7
BBS1 4 4 100,0 1,34
BBS2P2 5 5 100,0 1,53
AP3 5 5 100,0 1,50
PCP3 3 2 66,7 0,67
GAS2P1 3 2 66,7 0,68
PPB1 2 2 100,0 0,55
FP1 4 3 75,0 1,36
TLVP1 1 1 100,0 0,35
HP 3 2 66,7 1,03
Media 3,3 29 86,1 1,00
OPM 18
BBS1 5 5 100,0 247
BBS2P2 5 5 100,0 1,43
AP3 5 4 80,0 0,91
PCP3 3 1 333 0,28
GAS2P1 3 3 100,0 0,17
PPB1 2 0 0,0 0,00
FP1 3 1 33,3 0,16
TLVP1 2 1 50,0 0,05
HP1 2 0 0.0 0,00
Media 33 2,2 55,2 0,61
OPK4
BBS1 7 7 100,0 2,77
BBS2P2 8 8 100,0 3,68
AP3 7 7 100,0 2,57
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Tabla 16 continuacion.

PCP3 6 6 100,0 2,10
GAS2P1 6 6 100,0 242
PPB1 3 100,0 0,61
FP1. 6 6 100,0 216
TLVP1 4 4 100,0 0,73
HP1 3 3 100,0 1,46
Media 586 56 100,0 2,06
OPK7
BBS1 5 5 100,0 2,00
BBS2P2 5 5 100,0 1,68
AP3 5 5 100,0 1,37
PCP3 2 1 50,0 045
GAS2P1 3 3 100,0 0,77
PPB1 2 2 100,0 0,47
FP1 3 2 66,7 1,06
TLVP1 1 1 100,0 0,14
HP1 2 2 100,0 0,65
Media 3,1 29 90,7 0,95
OPK8
BBS1 2 2 100,0 0,62
BBS2P2 2 2 100,0 0,28
AP3 1 1 100,0 0,14
PCP3 3 2 66,7 0,83
GAS2P1 4 4 100,0 1,14
PPB1 1 1 100,0 0,13
FP1 3 2 66,7 0,21
TLVP1 1 1 100,0 0,09
HP1 2 2 100,0 0,50
Media 2,1 19 92,6 0,44
OPK 10
BBS1 3 3 100,0 0,66
BBS2P2 2 2 100,0 0,32
AP3 2 1 50,0 043
PCP3 1 1 100,0 0,34
GAS2P1 1 1 100,0 0,00
PPB1 3 3 100,0 1,02
FP1 2 2 100,0 0,56
TLVP1 2 2 100,0 0,49
HP1 3 3 100,0 1,33
Media 2,1 2,0 94,4 0,57
OPK16
BBS1 10 10 100,0 3,16
BBS2P2 10 10 100,0 3,82
AP3 1 11 100,0 4,99
PCP3 6 4 66,7 1,51
GAS2P1 10 10 100,0 3,44
PPB1 8 8 100,0 2,51
FP1 1 9 81,9 3,42
TLVP1 5 5 100,0 0,70
HP1 9 9 100,0 3,40
Media 8.9 84 94,3 2,99
OPL 14
BBS1 6 6 100,0 2,53
BBS2P2 6 5 83,3 1,52
AP3 7 7 100,0 2,57
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Tabla 16 continuacion.

PCP3 4 3 75,0 1,01
GAS2P1 5 5 100,0 1,26
pPB1 8 6 100,0 2,23
FP1 6 5 83,3 1,95
TLVP1 6 6 100,0 2,06
HP1 5 4 80,0 1,47
Media 5,7 5,2 82,0 1,84
OPL16
BBS1 9 9 100,0 344
BBS2P2 9 9 100,0 3,08
AP3 9 9 100,0 2,54
PCP3 tt 9 100,0 2,91
GAS2P1 8 7 87,5 2,96
PPB1 8 8 100,0 211
FP1 9 8 88,9 2,00
TLVP1 6 6 100,0 1,79
HP1 7 7 100,0 243
Media 8,2 8,0 97,4 2,58
OPN4 ‘
BBS1 5 5 100,0 1,67
BBS2P2 6 6 100,0 2,43
AP3 6 5 83,3 1,28
PCP3 6 6 100,0 1,67
GAS2P1 6 6 100,0 1,89
PPB1 6 6 100,0 1,81
FP1 5 3 60,0 1,41
TLVP1 4 4 100,0 0,76
HP1 5 4 80,0 1,74
Media 54 5,0 82,2 1,62
OPN8
BBS1 4 4 100,0 1,66
BBS2P2 4 4 100,0 1,10
AP3 3 2 66,6 0,91
PCP3 2 1 50,0 0,35
GAS2P1 2 2 100,0 0,32
PPB1 2 2 100,0 0,87
FP1 3 3 100,0 0,80
TLVP1 3 3 100,0 1,23
HP1 3 3 100,0 0,83
Media 29 2,7 83,3 0,90
OPN9
BBS1 8 8 100,0 2,76
BBS2P2 7 7 100,0 3,23
AP3 7 7 100,0 2,34
PCP3 5 5 100,0 1,73
GAS2P1 7 7 100,0 2,96
PPB1 5 5 100,0 1,63
FP1 7 7 100,0 2,53
TLVP1 4 4 100,0 0,96
HP1 7 7 100,0 2,76
Media 6,3 6,3 100,0 2,32
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También se calculé el Indice de Shannon modificado por Bussell (1999)
para cada locus y se obtuvieron los valores de diversidad genética
poblacionales medios por locus. Se estimé un valor medio de 0,221 para las
poblaciones y un valor de 0,367 para la especie. Los valores variaron entre
0,127 para la poblacion de Talavera (TLV) de La Palma y 0,302 para la
poblacién de Bocabarranco (BBS1) de Gran Canaria. El valor de Shannon
analogo al G'st © medida de diferenciaciéon entre poblaciones fue de 0,387, lo

que indica una fuerte diferenciacién entre poblaciones (Tabla 17)

H”j H"POP H!ISP G”ST

BBS1 | BBS2 | AP3 | PCP3 |GAS2P1| PPB1 | FP1 |TLVP! HP1

0,302 | 0,202 {0,261/ 0,166 0,218 | 0,192 0213 | 0,127 | 0,215 | 0,221 | 0,367 | 0,387

Tabla 17.- Diversidad genética media (Indice de Shannon) por locus de cada poblacion
(H')) incluyendo los monomorficos, H”pop: diversidad genética media por locus

y por poblaciéon. H”sp: diversidad genética media por locus para la especie.

El namero de fragmentos por poblacion varid de 43 para la poblacién de
Talavera (TLVP1) en La Palma, a 70 para Agaete (AP3) en Gran Canaria,
siendo el nimero medio de fragmentos por poblacién de 58,9. La poblacion de
Bocabarranco 1 (BBS1) de Gran Canaria fue la mas polimorfica (98,6 %) y la
poblacién de Puerto de la Cruz (PCP3) de Tenerife con 82,4 %, la menos

polimorfica, siendo el polimorfismo medio de todas las poblaciones de 92,7 %

(Tabla 18).
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Isla Poblacion NF PF %P H;
BBS1 69 68 98,6 0,302
GRAN
CANARIA BBS2 71 69 97.2 0,22
AP3 70 65 92,9 0,261
PCP3 51 42 82,4 0,166
TENERIFE GAS2P1 59 57 96,6 0,218
PPB1 52 50 96,2 0,192
FP1 63 52 82,5 0,213
LA PALMA . -
TLVP1 43 42 97,7 0,127
LA GOMERA HP1 52 47 90,4 0,215
Media 58,9 547 027 0,221

Tabla 18. Niimero de bandas totales obtenidas (NF), numero de fragmentos polimérficos
(PF), porcentaje de marcadores polimorficos (% P), diversidad genética media
(H’) por marcador dentro de cada una de las poblaciones analizadas de G.

canariense.

Una media de 6,4 marcadores fueron eliminados en cada poblacién al
aplicar el criterio 3/N (Tabla 19). Este ntumero varié considerablemente entre
las poblaciones, a pesar de tener tamafnos poblaciones similares y fue
especialmente alto para la poblaciones de Puerto de la Cruz (PCP3) y Talavera

(TLVP1) con 41 bandas en cada una.

La diversidad génica (Lynch & Milligan 1994) por cebador y poblacion
varié entre 0,06 (OPK 8, OMP 5) y 0,492 (OPN 4) en las poblaciones de
Bocabarranco 2 (BBS2) y Faro (FP1) respectivamente (Tabla 19).

La diversidad génica por poblacion vario entre 0,223 para la poblacion
de Garachico (GAS2P1) y 0,313 para la poblacién de Hermigua (HP1) segun

se muestra en la Tabla 19.
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Cebador PF  Rango (pb) Diversidad Génica

Isla Gran Canaria Tenerife La Palma lL.a Gomera

Poblacion  BBS1 BBS2 AP3 PCP3 GAS2P1  PPBi1 FP1 TLVP1 HP1

3IN 2 24 27 4 26 34 A 41 34
OPM 5 4 1100-400 - 0,06 0,066 0,071 0,067 0475 0,064 0,256 0,165
OPM7 5 2000-525 0,283 0243 0238 0285 0233 0,241 0,362 0412 0,410
OPM 18 5 950-450 0,435 0274 0187 0137 0,067 - 0,064 0,062 -
OPK 4 8 1800-400 0,294 0,391 0,287 0,274 0,307 0,237 0,269 0,077 0,407
OPK7 5 1400-400 0,395 0268 0226 0308 0227 0,235 183 0271 0,278
OPK 8 4 2000-700 0,350 0,060 - 0,272 0,206 0,271 0,064 0,175 0,361
OPK 10 3 1200-550 0,187 0404 0275 0197 0,128 0,293 0,308 0,206 0,375
OPK 16 12 1700-400 0,245 0,330 0380 0320 0271 0,360 0,246 0,166 0,347
OPL 14 7 1500-500 0,355 0159 0288 0260 0,224 0,345 0,29 0,243 0,354
OPL 16 10 2000-550 0,321 0322 0244 0273 0417 0322 0218 0403 0,391
OPN4 7 1300-500 0,408 0,419 0287 0282 0,265 0298 0492 0199 0,403
OPN 8 5 2000-550 0,373 0,355 02307 0,98 0128 0373 0,29 0,361 0,269
OPN 9 8 1400-350 0,223 0,338 0,207 0283 0,355 0,304 0306 0,305 0,313
Media 6,4 1600- 500 0,298 0279 0,230 0,243 0,223 0,289 0,371 0,241 0,313

Tabla 19. Secuencia de cebadores, nimero de bandas polimérficas (PF), tamafio de los marcadores (pb) y valores de diversidad genética (Lynch &

Milligan 1994) por cebador y poblacién. El nimero debajo de los cdigos de las poblaciones son los bandas eliminadas con el criterio 3/N.
-: Marcador monomorfico.
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- Los 13 cebadores ensayados én las 9 poblaciones estudiadas de

Gelidium canariense dieron lugar a un total de 805 haplotipos. El nUmero medio

de haplotipos varié entre 2,0 para el cebador OPM 5 y 14,7 para el cebador

OPK 16 (Tabla 20; Figura 26). El nimero medio de haplotipos varié también

considerablemente entre las poblaciones estudiadas, con un rango que va

desde 4,8 en la poblacion de Hermigua (HP1) en La Gomera hasta 9,6 en la

poblacion de Bocabarranco (BB1P1) en Gran Canaria (Tabla 20), siendo 7 el

nimero medio de haplotipos por cebador y poblacién.

Tabla 20. Namero haplotipos por cebador y poblacién. NMAL: Namero medio de

haplotipos por cebador.

Gran Canaria Tenerife La Paima La Gomera
Cebador BBS1 BBS2 AP3 PCP3 GAS2P1 PPB1  FP1  TLVP1 HP1  Total NMAL
OPM5 1 2 2 1 1 5 1 4 1 18 20
OPM 7 7 7 6 3 3 2 5 1 3 37 4,1
OPM 18 10 8 5 2 3 1 2 2 1 34 38
OPK 4 14 18 1 8 12 3 9 4 4 83 9,2
OPK 7 1 6 9 2 3 2 4 2 2 41 46
OPK 8 2 2 1 4 5 1 3 2 3 23 2,6
OPK 10 3 3 2 1 2 4 2 3 4 24 27
OPK 16 17 23 23 6 18 15 15 8 9 132 14,7
OPL 14 15 6 14 4 6 12 10 8 6 81 9,0
OPL 16 17 16 14 18 18 8 10 10 8 119 13,2
OPN 4 10 14 7 10 1 1 8 8 85 94
OPN 8 9 6 3 2 3 2 4 4 4 37 4,1
OPN 9 9 12 8 9 17 7 13 6 10 91 10,1
Total 125 123 105 70 102 73 86 58 63 805
Media 9,6 95 81 54 7.8 56 6.6 45 48 6,9 7
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4.1.8.1.2. Niveles de diversidad genética por islas.

Los indices de variabilidad genética mas utilizados (%P, Hj, N°
haplotipos) se calcularon para las islas haciendo las medias de los valores

obtenidos en las respectivas poblaciones de cada una de las islas (Tabla 21).

El indice de Shannon y la diversidad génica (Nei 1987) fueron
considerablemente mas altos en las islas de Gran Canaria y Gomera que en
las ofras islas (Tabla 21) siendo los valores para el primer indice de 0,285 y

0,215 respectivamente y de igual forma 0,300 y 0,288 para la diversidad

genética.

Resultados similares se obtuvieron al comparar el porcentaje de loci
polimérficos. Las poblaciones de Gran Canaria y Tenerife presentaron un
mayor nimero de bandas polimoérficas (96,2 % y 91,7 %), un mayor nlmero de

haplotipos (117,7 y 81,7) que las otra islas (Tabla 21).

%P DG H; N° Haplotipos
Gran Canaria 96,2 0,300 0,285 117,6
Tenerife 91,7 0,288 0,192 81,67
La Palma 90,1 0,264 0,170 72,0
La Gomera 90,4 0,352 0,215 63

Tabla 21.- Porcentaje de polimorfismo, diversidad genética (DG), diversidad genética

(H') y nimero de haplotipos por islas en Gelidium canariense.
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Figura 26. Frecuencias de haplotipos totales para cada cebador estudiado en Gelidium canariense..
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4.1.8.1.3. Robustez de los datos.

Con el fin de determinar si el tamafio muestral de las poblaciones
analizadas era suficientemente representativo para detectar la mayor parte de
la variabilidad genética, se represent6 el nimero medio de alelos por cebador
frente al numero de individuos analizados (Figura 27). Asi se aprecia que la
mayoria de las poblaciones analizadas se encuentran en la zona de estabilidad
de la linea de tendencia, indicando que un tamafio muestral superior no
supondria un aumento significativo del nimero medio de haplotipos por loci.
Tan solo en la poblacién de Hermigua (HP1) de La Gomera esperariamos un
aumento de la variabilidad genética si se incrementa el tamafio muestral, ya

que se encuentra en al zona exponencial de la curva (Figura 27).

Gran Canaria

l ; La Gomera

NMAL
()]

HP1

Tenerife (

0 10 20 30 40

Tamaifio muestral

Figura 27. Variacion del nimero medio de haplotipos frente al tamafio poblacional.

MNAL: Numero medio de haplotipos por cebador.
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El nimero medio de haplotipos por cebador calculado para cada
poblacion varié entre 4,46 y 9,62 dependiendo del tamafio de la poblacion. La
poblacién de Puerto de la Cruz (PCP3) presenta casi la misma diversidad
genética que la poblacion de Hermigua (HP1) aunque el tamafio muestral fue

dos veces mayor.

4.1.8.2. Diferenciacién genética entre poblaciones.

4.1.8.2.1. Analisis de la varianza molecular e Indice de
Shannon.

La Tabla 22 muestra el anélisis de la varianza molecular (AMOVA) para

las poblaciones de Gelidium canariense analizadas en el estudio de la fase

haploide.

El AMOVA jerarquizado mostraba que la mayoria de la variacion estaba
dentro de las poblaciones (67,9%). La variacién genética atribuible a las
diferencias entre islas fue del 9,02% en comparacion al 23,01% atribuido a las

diferencias entre las poblaciones de una misma isla.

En el AMOVA para cada isla, la proporcién de variabilidad genética
dentro de las poblaciones, es incluso mas alta cuando consideramos las
poblaciones de Gran Canaria (89,11%) o Tenerife (68,92%) por separado. La
misma tendencia se encontré en el AMOVA de poblaciones para Bocabarranco

(84.70 %), la nica localidad en la que se muestrearon dos poblaciones.

Los resultados del andlisis de la estructura genética en el marco del
indice de Shannon fueron similares a los obtenidos en el AMOVA (Tabla 23). El
57 % de variacion de los fenotipos RAPDs correspondia a la variacion dentro
de las poblaciones (H'por/H'sp) y €l 42 % a la variacion entre poblaciones (H'se-
H'eop) H'se. La mayoria de los cebadores generaron mayor diversidad genética
dentro de las poblaciones que entre poblaciones a excepcion de los cebadores

OPM 5 y OPK 8, para lo cual no tenemos explicacion.
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El valor de Shannon analogo al G'st 0 medida de diferenciacién entre
poblaciones fue de 0,387, lo que indica una diferenciacién moderada entre

poblaciones.
Fact Grados Componentes defa  Porcentaje de Indices de
actor -
de libertad varianza variacion fijacion
Islas
Entre todas las poblaciones 0.320"*
Entre islas ' 3 0.835 9.02 0.090™
Entre poblaciones (isfa) 5 2131 23.01 0.253**
Dentro de poblaciones 243 6.298 67.98
Gran Canaria
Entre localidades 1 1.179 10.89 Fsr=0.108**
Dentro localidades 90 9.648 89.11
Tenerife '
Entre localidades 2 2.458 31.08 Fer=0.311"
Dentro localidades 84 5.449 68.92
La Palma
Entre localidades 1 3.162 41.88 Fsr=0.419"*
Dentro localidades 59 4,387 58.12
Bocabarranco
(Gran Canaria)
Entre poblaciones 1 1.735 15.58 Fsr= 0.156™*
Dentro poblaciones 61 9.403 84.42

** P< 0.001

Tabla 22. AMOVA de la variabilidad de RAPD en los distintos niveles jerarquicos

considerados en las poblaciones de Gelidium canariense.
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Hj
Cebador | BBS1 | BBS2 | AP3 |PCP3|GAS2P1| PPB1| FP1 | TLVP1 HP1 | Hpor | H'se | H'por/H'se {(H'sp-H'por)
1H'sp
OPM 5 0,000 | 0,456 |0,168 0,052 | 0,049 |2,006 0,047 1,213 [0,219]0,435|1,103| 039 0,606
OPM7 1,336 | 1,533 {1,497 |0,667 | 0,680 |0,545 1,361 0,351 {1,028 | 1,000 1,597 | 0,626 0,374
OPM 18 2466 | 1,430 |0,908 0,278 | 0,170 0,000 | 0,164 | 0,046 | 0,000 | 0,607 | 1,167 0,520 0,480
OPK 4 2769 | 3677 |2565|2102| 2,418 | 0,605 2161 0,735 | 145920553283 | 0,626 0,374
OPK7 2001 | 1,677 |1,368|0451| 0,767 | 0,468 1,059 | 0,141 {0,650 |0,954 | 1,632 0,584 0,416
OPK 8 0,617 | 0,285 |0,141|0,834 | 1,140 0,133 0,211 | 0,093 | 0,500 | 0,439 | 0,998 0,440 0,560
OPK 10 0,664 | 0,320 |0,427|0,340| 0,000 1,019 0,557 | 0,490 | 1,326 |0,571|0,943 0,606 0,394
OPK16 | 3,165 | 3,816 |4,993| 1,612 3442 2505 | 3,424 | 0,701 {3,398 |2995 4,383 0,683 0,317
OPL 14 2528 | 1,515 {2569 1,008 | 1,258 2229|1,949 | 2,056 | 1472113843 2,693 0,684 0,316
OPL 16 3443 | 3,083 |2537|2907 | 2,955 2109 { 2,002 | 1,787 12,430 | 2,584 | 4,685 0,551 0,449
OPN 4 1674 | 2,427 {1,277 1,573 | 1,892 1,807 {1,410] 0,763 |1,739| 1,618 | 2,537 0,638 0,362
OPN 8 1,664 | 1,100 |0,908 |0,352| 0,320 0,865 | 0,800 | 1,231 |0,834|0,897 | 1,794 0,500 0,500
OPN Y 2755 | 3,226 |2,345|1,728 2,959 1,625| 2,533 | 0,961 |2,761|2321 3,695 0,628 0,372
Media 1,929 | 1,865 | 1,669 1,062 1,388 [1,224]1,360 | 0,813 |1,370 1,409 (2,347 | 0,575 0,425
Total 25,083 | 24,244 {21,702(13,804 18,050 15,917|17,678| 10,569 |17,816 18,31830,511| 7,481 5,519

un

Tabla 23.- Reparticién de la variabilidad genética estimada con el Indice de Shannon

entre los componentes intra (H'ror/H'se) © interpoblacional {(H'sp-H'eor) /H'se ) €n

las poblaciones de G. canariense analizadas.

4.1.8.2.2. Dendrograma UPGMA.

A partir de la matriz de similitudes entre parejas de individuos se realizé
por el método UPGMA. Se obtuvieron un total de cuatro

arbol

dendrogramas muy similares entre ellos, por lo que se eligid una tnica

topologia como representante (Figura 28,29).

coeficiente Jaccard) se obtuvieron resultados similares y s
de Dice porque este considera anicamente la presencia de bandas y

en mayor medida con los resultados obtenidos en la diferenciacion genética

Aungque se ensayaron otras similitu

existente en la poblacion.

des genéticas (coeficiente SM y
e eligio el coeficiente

coincidia
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La primera divisién del arbol UPGMA es producida por un individuo de la
poblacién de TLVP1 de La Palma, el cual esta fuertemente diferenciado del
resto de las poblaciones. A continuacién aparece un segundo grupo (Grupo A),
también bien diferenciado del reéto, que engloba a individuos de PBP1
(Tenerife), HP1 (La Gomera) y de BBS1y AP3 (Gran Canaria).

La quinta division del arbol (Figura 29) da lugar a agrupaciones mas
grandes. Un grupo pequefio que separa a los individuos de la poblacién de
Bocabarranco (BBS1) y un grupo grande que agrupa, a su vez, varios grupos.
Dentro de este asociacién, el primer grupo corresponde a individuos de las
poblaciones de BBS2 y AP3, el segundo grupo a individuos que pertenecen a
las poblaciones de PCP3y GAS2P1 (Tenerife), FP1 (La Palma) y Hermigua (La
Gomera). Y por ultimo, el tercer conjunto agrupa a los individuos de las
poblaciones de PBP1 (Tenerife) y TLVP1 (La Palma). Destacando que existe
un elevado grado de mezcla para los individuos de las poblaciones de Tenerife,
La Palma y La Gomera dado que no forman agrupaciones evidentes que
agrupan a todos los individuos de cada una de las poblaciones de las

menciocnadas islas.

El analisis de componentes principales (Figura 30) separa claramente
las poblaciones de Gran Canaria (BBS1, BBS2 y AP3) del resto de las
poblaciones analizadas, las cuales se agruparon independientemente de la isla
de procedencia, con excepcion de PCP3 y GAS2P1 que también se agruparon.
La representacion grafica de los tres primeros componentes, explica el 849 %
de la varianza. Todas las poblaciones presentan valores positivos para la
primera componente, mientras que para el segundo componente las
poblaciones de Gran Canaria (BBS1, BBS2 y AP3) presentan valores positivos
y el resto valores negativos, es decir, que la componente que explica el 11 %

de la varianza separa las poblaciones de Gran Canaria de! resto de las

poblaciones.
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Figura 30.- Analisis de componentes principales de las poblaciones analizadas en
Gelidium canariense. BBS1: Bocabarranco, Poblacion 1, Parcela 1; BBS2:
Bocabarranco, Poblacién 2, Parcela 1; AP3: Agaete, Parcela 3; PCP3: Puerto
de la Cruz, Parcela 3; GAS2P1: Garachico, Poblacion 2, Parcela 1; FP1: Faro,

Parcela 1; HP1: Hermigua, Parcela 1.
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Figura 28. Primera parte del dendrograma UPGMA basado en el coeficiente de Dice de 252
individuos analizados en Gelidium canariensis. BBS1: H ; BBS2: [, AP3: ;
PCP3:@ ; GAS2P1: [I; PBP1: [J; FP1:[J; TLVP1: [; HP1:[.
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Figura 29. Segunda parte del dendrograma UPGMA basado en el coeficiente de Dice de
252 individuos analizados en Gelidium canariensis.BBS1: M ; BBS2: @, AP3:0] ;
PCP3: 1 ; GAS2P1: m; PBP1: LJ; FP1: O TLVP1: O HPL: [0
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4.1.8.2.4. Aislamiento por distancia.

Para comprobar la existencia de aislamiento genético por distancia se

relacionaron los valores de Fsy con la distancia geografica existente entre todas

las poblaciones de Gelidium canariense (Figura 31) mediante el test de Mantel

(Mantel

1967). Este andlisis generd un coeficiente de correlacion (R) de 0,35

con una probabilidad de P=0,02. Por lo tanto, existe un ligero aislamiento por

distancia, que unido a otros factores biologicos, ecologicos e historicos

determinan la diferenciacién genética observada.

05 ¢ °
y = 0,0004x + 0,2495

0.45 +

0.4

035

0.3

0.25
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DISTANCIA (Km)

Figura 31.- Variacién de la distancia genética en relacién a la distancia

geogréfica.
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4.1.8.2.5. Flujo genético entre poblaciones.

El calculo del nimero de migrantes por generacion (Tabla 24) como una
medida del flujo genético entre las poblaciones, reveld que las poblaciones de
Gran Canaria intercambian mas migrantes entre ellas que con otras islas,
presentaban valores de M que van desde 3 entre BBS2 y BBS1y 1 entre PCP3
y AP3. Sin embargo, las poblaciones PCP3 y GAS2P1 de Tenerife
intercambian el mayor namero de migrantes (M= 6.53), aunque GAS2P1 tiene
también un considerable valor de M con HP1 en la Gomera (M= 2.34). Estas
estimaciones no parecen estar correlacionadas con el numero absoluto de

bandas compartidas entre poblaciones.

Respecto a los valores de flujo medic de cada generacion las
poblaciones de Gran Canaria tiene el valor mas alto (2.95) y las poblaciones de
La Palma el valor mas bajo (0.79). Destaca el alto valor encontrado para las
poblaciones de La Gomera y Tenerife (1.61) y La Gomera y Gran Canaria

(1.52).

La Tabla 24 muestra los valores del coeficiente de diferenciaciéon
genética obtenidos para las diferentes poblaciones analizadas. Las distancias
genéticas entre los pares de poblaciones se expresaron como valores @st los
cuales son estimaciones diréctas de los coeficientes de diferenciacion -Fsr
(Excoffier et al. 1992)

El rango del coeficiente de diferenciacion Fst varia ampliamente entre
todas las poblaciones analizadas, se obtuvieron valores desde 0.071 entre la
poblacién de Garachico (GAS2P1) de Tenerife y Puerto de la Cruz (Tenerife)
hasta 0.496 entre las poblaciones de Puerto de la Cruz (PCP3) y Talavera

(TLVP1).
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Por islas se obtienen valores medios que varian entre 0.145 para las
poblaciones de Gran Canaria y 0.387 entre las poblaciones de La Palma.
Destacando el valor medio de distancia entre Gran Canaria y La Gomera
(0.248) y Ila alta diferenciacion genética entre las poblaciones de la isla de La
Palma (0.387).

BBS1 BBS2  AP3 PCP3 GAS2P1 PPBI  FP1 TLVP1 _ HP1
BBS1 2.99 2.9 1.00 1.53 1.08 0.92 0.96 1.58
BBS2 |0.143 2.87 1.00 1.34 1.06 0.99 0.87 1.62
AP3 0.143 0.148 1.04 1.55 1.07 0.98 0.81 1.36
PCP3  |0.332 0332  0.324 6.53 0.70 1.00 0.51 153
GAS2P1 |0.245 0272 0.243 0.0711 0.93 148 0.82 2.34
PPBI  |0.316 0319 0317 0417 0.347 0.81 112 0.97
FP1 0.351 0335  0.338 0.333 0252 0.380 0.79 1.28
TLVP1 | 0.342 0365  0.381 0.496 0377 0307  0.387 0.64
HP1 0.240 0235  0.269 0.245 0176 0340 0281 0436

Tabla 24. Diferenciacion genética (Fsr) entre las siete poblaciones de G. Canariense los
valores por debajo de la diagonal. Los valores por encima de la diagonal

corresponden al niimero de migrantes entre las distintas poblaciones.

El ¢ST analogo al Fst medio entre poblaciones fue de 0,320 (Tabla 24) y
altamente significativo. Este valor también es comparable con el G’st de
Shannon de 0,387 (Tabla 17). Estos valores de G’s7 0 Fsr (rango de 0 a 1) son
indicativos en general, de una fuerte diferenciacion entre poblaciones y un

escaso flujo genético interpoblacional.
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El dendrograma Neighbour-Joining (Figura 32) obtenido a partir del
coeficiente de diferenciacion genética es coincidente con los resultados del
UPGMA vy del Andlisis de Componentes Principales. Este arbol muestra tres
grupos. El primero, agrupa a las poblaciones de Gran Canaria (BBS1, BBS2 y
AP3); el segundo grupo engloba a dos poblaciones de Tenerife (PCP3 y
GAS2P1), a la poblacién de La Palma (FP1), y a la Unica poblacion de La
Gomera (HP1). El tercer grupo independiente de los anteriores, agrupa a la

poblacién de La Palma, Talavera (TLVP1) y a la poblacion de Tenerife, Punta

Brava (PBP1).

BBS1—

AP3—

BBS2—

PCP3—

GAS2Pt+—

FP1

PBP1

v
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& HP1
\j

v

\j

TLVP1

L T T T T T T T T T T — 11 1 T T T T T
1.50 2.63 3.75 4.88

Coeficiente Fst

Figura 32.- Dendrograma Neighbour-Joining basado en el coeficiente de diferenciacion

FST.
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4.1.8.3. Estructuracién intrapoblacional.

La estructura espacial o relacion de la variacion de RAPDé en las
poblaciones de Gelidium canariense fue determinada por el indice de Moran, |
(Sokal & Oden 1978). El indice de Moran cuantifica la similitud genética de
cada par de individuos espaciaimente adyacentes con relacién a la muestra de
la poblacion como un todo. Este analisis fue llevado a cabo en seis poblaciones
de G. canariense procedentes de islas diferentes. Las poblaciones de Punta
Brava (PPB1) y Talavera (TLVP1) no se incluyeron en el analisis porque no se
disponia de las coordenadas de los individuos necesarias para llevar a cabo el
analisis. La poblacion de Hermigua (HP1) de La Gomera fue excluida del

analisis, debido al escaso nimero de individuos estudiados.

En este analisis se utilizé la matriz de datos de quince cebadores ( OPM
5, OPM 7, OPM 18, OPM 20, OPK 4, OPK 6, OPK 7, OPK 8, OPK 10, OPK 16,
OPL14, OPL 16, OPN 4, OPN 8, OPN 9) y se eliminaron aquellos que eran

monoméorficos para cada una de las poblaciones analizadas.

En el analisis del Indice de Moran para las seis poblaciones a través de
cinco clases de distancia, el nimero de bandas que dieron correlogramas
significativos variaron entre las distintas poblaciones, encontrandose desde

siete bandas en Garachico (GAS2P1) hasta dieciséis bandas en Bocabarranco

(BBS2).

En la poblacién de Agaete (AP3 ) de Gran Canaria se observo una fuerte
correlacion positiva en las dos primeras clases de distancia (0-1,5 m) (Figura
33) la cual va disminuyendo a medida que aumentaba la distancia considerada
entre los individuos. El punto de corte con el eje de abscisas, que delimita el
radio del area homogénea donde los individuos estan genéticamente
emparentados entre si, se sittia en el limite superior de la segunda clase, lo

que equivale a 1,5 m de distancia.
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En las dos primeras—clases de distancia-hay-diecinueve fenotipos que
presentan valores significativos positivos, mientras que en las tres ultimas
clases de distancia el nimero de alelos que presentan valores significativos
negativos llega a diecinueve. Ademas, hasta doce fenotipos (M20-3, K4-1, K4-
4, K7-1, K7-3, K10-1, K16-2, K16-6, K16-7, K16-9, L16-7, N8-2) presentaron
correlogramas  estadisticamente  significativos (p<0.05, p<0.01, p<0.005)
(Figura 33).

En la poblacién de Puerto de la Cruz (PCP3) (Figura 34) también se
detect6 una importante corrélacién positiva en las dos primeras clases de
distancia (0- 1 m), denotando una disminucién de la correlacion hasta alcanzar
valores negativos por encima de la segunda clase de distancia y cortando el eje
de abscisas en este punto, lo que supone un radio del area homogénea

cercanoa 1 m.

En la tabla de valores de la | de Moran para las cinco clases de distancia
consideradas en esta poblacién la mayoria de los alelos significativos (M20-3,
K6-3, K6-4, K6-7, K7-10, K16-9, L16-3, L16-4, N9-2, N9-7, N9-9 ) para las dos
primeras clases presentaban valores positivos, mientras que la mayoria de los
alelos significativos (K4-15, K16-9, N9-9, M20-3, K6-3, K7-3, L16-1, L16-3, N9-
2. K4-6, K16-9, N9-7) para las ultimas clases de distancia consideradas
presentaban valores negativos. Once alelos de un total de veintisiete alelos
analizados presentaban correlogramas estadisticamente significativos (p<0.05,
p<0.01, p<0,001) para esta poblacion (M20-3, K6-3, K6-7, K4-6, K7-3, K16-9,
L16-1, L16-3, N9-2, N9-7, N9-9) (Figura 34).
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Por ofro lado, el analisis de autocorrelacion espacial de la poblacion de
Faro (FP1) también mostraba la existencia de estructuracion intrapoblacional
(Figura 35). Existe igualmente correlacion positiva para las dos primeras clases
de distancia (0-4,5 m), y el punto de corte con el eje de abscisas coincide de
nuevo con el limite superior de la segunda clase de distancia, siendo en este
caso de 4,5 m. Los alelos significativos para la primera y segunda clases de
distancia (M20-8, K4-8, K4-9, K8-2, L14-9, N4-6. N9-9, N9-11), en general,
.mostraron valores positivos, en tanto que a partir de la segunda clase los alelos
significativos presentaban valores negativos (Figura 35). De esta forma, ocho
alelos analizados (M20-8, K6-4, K8-2, K16-1, L14-9, N4-6, N8-7, N9-11)

exhibieron correlogramas estadisticamente significativos en esta poblacion.

En el caso de la poblaciones de Bocabarranco (BBS1 y BBS2) de Gran
Canaria mostraron valores de la | de Moran més bajos en la primera clase de
distancia (0-2.72 m y 0-5 m respectivamente) y no presentan una declinacion

monoténica regular al incrementar la distancia (Figura 36y 37).

En la poblacién de Garachico (GAS2P1) de Tenerife tampoco se detecto
la existencia de estructuracién intrapoblacional (Figura 33) dado que no se
observé correlacion positiva en la primera clase de distancia. Por otro lado,
tampoco se detectaron alelos positivos o significativos para esta clase lo que es

también, un reflejo de la inexistencia de estructuracién en esta poblacion

(Figura 38).
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A
0.4 -
0.3 -
E 0.2 -
o 0.1-
S oA 1 1 l ‘
0.2 -
0.3
Clases de distancia
B
Clases de distancia
1 2 3 4 5
N° parejas 81 81 81 81 82
Limites 0-1 1-1.5 1.5-2.5 2.54 4-6.5
clases (m)
Marcador
M20-3** 0.24* 0.06 0.08 -0.30* -0.25*
K4-1** 0.23* -0.15 -0.05 -0.24* 0.04
K4-4** 0.38* 0.22* 0.25* -0.30* -0.72%
K7-1** 0.07 0.01 -0.13 0.12* -0.24*
K7-3*** 0.59" -0.15 -0.19 -0.40* -0.02
K10-1*** 0.37* 0.11 -0.31* -0.43* 0.08*
K16-2** 0.12* 0.03 -0.04 -0.05 -0.24*
K16-6** 0.46™ 0.12* -0.26" -0.42* -0.08
K16-7** 0.23* 0.05 -0.06 -0.27* -0.12
K16-9** 0.33* 0.05 0.17 -0.42% 0.03
L16-7* 0.13 -0.27* -0.07 0.04 0.00
N8-2* 0.16* -0.07 -0.26* -0.06 0.06
X+ 0.04 -0.04 -0.045 -0.095 -0.045
XA 0.275 0.0008 -0.1 -0.227 0121

Figura 33. A: Andlisis de autocorrelacion espacial de la poblacién de AP3, para cinco primeras
clases de distancia, mostrando los valores medios de los marcadores analizados (&) y
los valores medios de los marcadores estadisticamente significativos (QO). B: Valores
de | de Moran para los marcadores significativos, mostrando el nimero de parejas de

individuos encontrados en cada clase de distancia, los limites en metros de las

diferentes clases de distancia. X T : Media general: X A: Media de marcadores

significativos. *: p <0.05, ™ p < 0.01, **: p<0.001.
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A
0.2
c 0.1
s
2 0 [
%
— -0.1 -
-0.2 -
Clases de distancia
B
Clases de distancia
1 2 3 4 5
N° parejas | 70 70 70 70 71
Limites 0-0.5 0.5-1 1-1.6 1.6-2.7 2743
Clases (m)
Marcador ‘
M20-3** 0.23* 0.00 -0.12 0.34* 0.04
K6-3* 0.23* -0.08 0.14 -0.24* -0.22*
Ke-7* 0.29™ -0.27* -0.02 -0.19 -0.01
K4-6*** 0.07 0.07 0.15* -0.03 0.44**
K7-3*** 0.06 0.10 0.15* -0.41* -0.08
K16-9* 0.18* 0.10 -0.31% 0.02 -0.19*
L16-1** 0.04 -0.06 0.10 -0.32% 0.05
L16-3* 017 0.06 -0.17 0.34* 0.10*
NQ-2%** 0.32* 0.22* 0.02 -0.22¢ -0.52**
NO-7** 0.18* -0.04 -0.04 0.01 -0.28*
N9-9* 0.23* -0.15 -0.21* 0.10 -0.15
X+ 0.08 -0.05 -0.02 -0.09 -0.11
X A 0.18 -0.0004 -0.028 -0.178 -0.154

Figura 34. A: Andlisis de autocorrelacion espacial de la poblacién de PCP3, para las primeras
cinco clases de distancia, mostrando los valores medios de los marcadores
analizados (A) y los valores medios de los marcadores estadisticamente significativos
{O). B: Valores de | de Moran para los marcadores significativos, mostrando el nimero

de parejas de individuos encontrados en cada clase de distancia, los limites en metros

de las diferentes clases de distancia. X T : Media general: X A: Media de

marcadores significativos
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A
0.15
0.1
o 0.05-
g 0 ‘
% 0.05 -
5 01
0.15
0.2 -
Clases de distancia
B
Clases de distancia
1 2 3 4 5
N° parejas 87 87 87 87 87
Limites 0-2.3 2.3-4.5 4579 7.9-10.1 10.1-21.5
clases (m)
Marcador
M20-8* 0.14* 0.00 -0.11 -0.26* 0.06
K6-4* -0.09 0.03 0.14* -0.26" 0.00
K8-2* 0.30™ -0.12 -0.08 -0.14 -0.12
K16-1* 0.02 0.08 -0.28* -0.03 0.05
L14-9* 0.07 -0.25" 0.18* -0.24* 0.07
N4-6* 0.19* -0.03 -0.08 -0.16 -0.09
N8-7 * 0.07 01 0.02 -0.13 -0.23*
NO9-11** 0.13* 0.12* -0.12 -0.03 -0.27
X1 0.025 0.01 -0.07 -0.105 -0.04
Xa 0.103 0.0007 -0.042 -0.156 -0.066

Figura 35. A: Anélisis de autocorrelacion espacial de la poblacion de FP1, para las primeras cinco
clases de distancia, mostrando los valores medios de los marcadores analizados (A) y
los valores medios de los marcadores estadisticamente significativos (O). B: Valores
de | de Moran para los marcadores significativos, mostrando el nimero de parejas de

individuos encontrados en cada clase de distancia, los limites en metros de las

diferentes clases de distancia. X T : Media general: X A: Media de marcadores

significativos.
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A
0.15 -
0.1 A
g 005+ /\
§ 0 T S T 1
S 0051 W/ 3
= -0.1 1
-0.15 ~
-0.2 -
Clases de distancia
B
Clases de distancia
' 1 2 3 4 5
N° parejas | 99 99 90 99 100
Limites 0-2.72 2754 5468 6.8-102  10.2-211
clases (m)
Marcador
M20-5* 047 -0.06 -0.06 -0.06 -0.16*
M18-3* 0.14* -0.12 0.26* -0.23* -0.19*
M18-4* 0.06 0.01 0.147* -0.19* -0.20*
K6-3* 0.21* -0.33%  0.09 0.06 -0.15
K4-3* 0.08 0.02 0.06 -0.28* -0.05
K7-3* 0.22 0.18* -0.18* -.25* 0.12
K16-2* 0.04 026  0.02 0.14* -0.09
L16-1* 0.15* -0.16 0.03 0.05 -0.22*
N4-4* 0.11% -0.18* 0.20* -0.10 -0.19*
NO-5*** 0.02 0.19* 0.08 -0.07 -0.37*
X -0.025 -0.035 0.005 -0.05 -0.065
XA 0.12 -0.072 0.067 -0.093 0.174

Figura 36. A: Andlisis de autocorrelacion espacial de la poblacion de BBS1, para las primeras cinco
clases de distancia, mostrando los valores medios de los marcadores analizados (O) Y
los valores medios de los marcadores estadisticamente significativos (A). B: Valores de |
de Moran para los marcadores significativos, mostrando el nimero de parejas de

individuos encontrados en cada clase de distancia, los limites en metros de las

diferentes clases de distancia. X T : Media general: X A: Media de marcadores

significativos. *: p < 0.05, **: p <0.01, ***; p<0.001.
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A
0.1 4
. 0.05
[
5 0 S
= -0.05
3 -0.1
~ -0.15
-0.2°-
Clases de distancia
B
Clases de distancia
1 2 3 4 5
N° parejas 99 99 99 99 100
Limites 0-5 5-8 8-11 11-16 16-28
clases (m)
Marcador
M20-2* -0.18 -0.17 0.22* -0.15 0.04
M20-5* 0.05 -0.04 -0.23* 0.13* -0.05
M18-1* -0.11 0.20™ 017 -0.06 -0.03
Ke-3* 0.08 0.18* -0.17 0.05 -0.29
K6-4* 0.7 0.02 -0.07 -0.24* -0.05
K6-6* 0.01 0.03 0.13* -0.27 0.06
K4-5* -0.05 -0.15 0.21* 0.21% 0.03
K4-7+* 0.24* -0.22 0.30* 0.45* -0.04
K7-2%** 0.05 0.12* -0.08 0.10 0.35%
K10-2** 0.18* 0.1 0.07 -0.33" 0.03
K16-2* 0.14% -0.27% 0.11* -0.24%* 0.10*
K16-5" 0.30% 0.16* -0.16 0.01 0.01
K16-6* 0.00 0.01 0.03 0.04 -0.24*
L16-5* 0.19* 0.05 -0.06 -0.16 -0.17*
N8-1* 0.00 -0.23* 0.21* -0.07 -0.10
N8-2°* 0.17* 0.06 -0.04 -0.41* 0.04
X 0.005 -0.02 -0.005 -0.095 -0.045
Xa 0.078 -0.022 0.018 -0.171 0.07

Figura 37. A: Andlisis de autocorrelacion espacial de la poblacion de BBS2, para las primeras
cinco clases de distancia, mostrando los valores medios de los marcadores
analizados (A) y los valores medios de los marcadores estadisticamente significativos
(O). B: Valores de | de Moran para los marcadores significativos, mostrando el nimero

de parejas de individuos encontrados en cada clase de distancia, los limites en metros

de las diferentes clases de distancia. X 1: Media general: X a Media de marcadores

significativos.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Resultados 185

A
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Clases de distancia
B
Clases de distancia
1 2 3 45 5

N° parejas | 87 87 87 87 87
Limites 0.81 1.08 . 297 432 8.37
clases (m)
Marcador
M20-3** 0.16* -0.13 0.31* 0.24* -0.17
M20-5* 0.01 -0.05 -0.13 0.17™ -0.20%
KB-3*** 0.16* 0.02 0.09 -0.12 -0.30*
K4-6** 0.1 -0.19¢ 011 0.11* -0.31
K4-15* 0.05 -0.04 -0.04 0.05 -0.19*
K16-13* | 0.17* 0.02 0.05 -0.29* 012
1 14-13* 0.02 -0.01 -0.08 0.14* -0.26™
X1 -0.02 -0.065 0.045 0.01 0.055
XA -0.097 -0.054 -0.044 0.042 -0.22

Figura 38. A: Analisis de autocorrelacion espacial de la poblacion de GAS2P1, para las primeras
cinco clases de distancia, mostrando los valores medios de los marcadores
analizados (&) y los valores medios de los marcadores estadisticamente significativos
(O). B: Valores de | de Moran para los marcadores significativos, mostrando ef namero
de parejas de individuos encontrados en cada clase de distancia, los limites en metros

de las diferentes clases de distancia. X T : Media general: X A: Media de

marcadores significativos.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Resultados 186

4.1.9. Analisis comparativo de bulks poblacionales e individuos
hapioides.

4.1.9.1. Nivel de polimorfismo.

En el analisis de bulks poblacionales se obtuvo un total de 69
marcadores con tamafios comprendidos entre 300 (OPN 4, OPN 9) y 2100 pb
(OPK 10, OPL 186) (Tabla 25), de los cudles 38 (55 %) fueron polimérficos. El
numéro medio de marcadores por cebador fue de 6 y estuvo comprendido
entre 3 (OPK 8) y 12 (OPK 4). De los 12 cebadores analizados, los que
presentaron menor polimorfismo fueron OPK 8 y OPL 14 con un 33% de
marcadores polimérficos de un total de 3, mientras que el cebador OPK4, fue el
mas variable con un 75% de marcadores polimorficos de un total de 12. El
namero de marcadores exclusivos fue mayor en la poblacion de PCP3 (13),

seguido de la poblacién de BBS1 (5) y Agaete (3).

Sin embargo, en el analisis de individuos haploides se obtuvo un total de
99 marcadores con pesos moleculares comprendidos entre 250 (OPL 14) vy
2000 pb (OPM 7, OPK 7, OPL 16), de los cuéles, 98 fueron polimorficos (99 %
de polimorfismo) (Tabla 25). El numero medio de marcadores por cebador fue
de 8 y estuvo comprendido entre 2 (OPK 10) y 11 (OPK 4 y OPK 7). En la
mayoria de los cebadores el polimorfismo fue del 100%, excepto para el
cebador OPN 9 que generé el 90%. A diferencia del andlisis anterior, sélo se
obtuvieron dos marcadores exclusivos, OPN 4-500 exclusivo de las

poblaciones de Gran Canaria y OPN 9- 350 exclusivo de la poblacion de

Tenerife (Tabla 26).
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Cebador Bulks poblacionales Individuos haploides %S
Tamafio (pb) NF PF %P Tamafio (pb) NF PF %P

OPM 7 500-550 2 1 50 550-2000 6 6 100 33
OPM 18 450-2000 4 2 50 450-1400 6 100 50
OPK 4 400-2000 12 9 75 400-1800 11 1 100 73
OPK7 400-2000 10 5 50 400-2000 1 N 100 82
OPK 8 700-1100 3 1 33 700-1300 5 100 60
OPK 10 550-2100 5 2 40 550-1200 2 2 100 50
OPK 16 600-1500 7 4 57 400-1700 13 13 100 46
OPL 14 700-1100 3 1 33 250-1500 10 10 100 30
OPL 16 450-2100 8 4 50 550-2000 10 10 100 50
OPN 4 300-1300 5 2 40 500-1300 9 9 100 44
OPN 8 500-1000 3 2 67 500-1200 6 . 100 50
OPN 9 300-900 7 5 71 300-1500 10 9 90 50
TOTAL 69 38 55 99 98 99 53

Tabla 25. Cebadores empleados,
namero de fragmentos polimérficos (PF), porcentaje de polimorfismo (%P) y

porcentaje de similitud de marcadores (%S) en el andlisis comparativo de

bulks poblacionales e individuos haploides en G. canariense.

peso molecular, nimero de fragmentos obtenidos (NF),

Poblacionales

PCP3
Bulks

OPM 18 - 600, OPK 4 — 1900, OPK 4 — 1100, OPK 4 - 800, OPK 4 - 450,
OPK 7 - 1100, OPK 7 - 1000, OPK 7 — 900, OPK 16 - 1300, OPK 16 -900,
OPL 16 — 450, OPN 4 ~ 300, OPN 9 - 500

AP3

OPN 9 - 850, OPN 9 - 550, OPN 9 - 400

BBS1 OPK 4 - 400, OPK 7 - 200, OPK 10 - 2100, OPL 16 - 2100, OPN 4 - 700

Tabla 26.- Lista de marcadores RAPD exclusivos obtenidos en el analisis comp
Para cada

ar (pb) del

PCP3
. OPN 9 -350
Individuos
haploides AP3 | opn 4-500
BBS1 OPN 4 -500
I

bulks poblacionales e individuos haploides en G. canariense.

marcador se indica el cebador que lo genera y el peso molecul

fragmento.

arativo de
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En general, en el estudio de individuos haploides se obtuvo un mayor
grado de polimorfismo. La mayoria de los cebadores generaron un
polimorfismo proximo al 100%, mientras que en el andlisis de bulks
poblacionales el polimorfismo observado fue menor y mas heterogéneo. La
diferencia de numero de fragmentos entre ambos estudios fue de 30
marcadores, lo que indica una disminucion aproximadamente del 30 % en el
nimero de marcadores obtenidos en el analisis de bulks poblacionales. En
cuanto al nimero de marcadores exclusivos también encontramos diferencias
conspicuas entre los dos analisis, siendo el andlisis de bulks poblacionales el

que genera diez veces mas marcadores exclusivos de poblacion.

En cuanto al indice de similitud de marcadores obtenido comparando los
pesos moleculares entre ambos estudios, se obtuvo un valor medio de 53% por
cebador, es decir que el 53 por ciento de los marcadores fueron comunes a
ambos estudios. Los valores de similitud por marcador estuvieron
comprendidos entre 30% para OPL 14y 82% OPK 7. Pero es muy posible que
este valor esté subestimado, dado que los cebadores con un elevado nimero
de marcadores (OPK 4, OPK 16) son dificiles de comparar al no haber
realizado las electroforesis juntas. Ademas, hay que tener en cuenta que los
estudios se realizaron en diferentes laboratorios, lo que puede haber originado

mayores diferencias debido a las diferentes marcas de productos y aparataje.

4.1.9.2. Patrones de similitud genética.

El patrén de similitud (Figura 39 y 40) obtenido en el andlisis de bulks
poblacionales difiere del obtenido en el analisis de individuos haploides. El
UPGMA de bulks poblacionales agrupa las poblaciones de Gran Canaria:
Bocabarranco (BBS1), Agaete (AP3) y las separa de la poblacion de Puerto de
la Cruz (PCP3) de Tenerife. Sin embargo, en el UPGMA del analisis individual
de la fase haploide, en general los individuos de la poblacién de Agaete (AP3)
de Gran Canaria se agrupan con los individuos de Puerto de la Cruz (PCP3) de
Tenerife. En cualquier caso todos los individuos de una misma poblacién se

agrupaban juntos con excepcion del individuo AP3-29 (Figura 39).
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Figura 39.- Dendrograma UPGMA basado en el coeficiente de Dice obtenido en el anélisis de
individuos haploides de Gelidium canariense. [1: BBS1; H: AP3; W : PCP3.

PCP3

AP3

BBS1

T T ] T 1 T T L] T Ll T L} L] T ] T L] T 1

I T
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Coeficiente Dice

Figura 40.- Dendrograma UPGMA basado en el coeficiente de Dice obtenido en el analisis de

bulks poblacionales de Gelidium canariense.
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El porcentaje medio de similitud obtenido en el andlisis de bulks
poblacionales (0,742), fue superior al obtenido en el analisis de individuos
haploides (0,562). En ambos estudios, los porcentajes medios de similitud
dentro de las poblaciones de Gran Canaria, 0,804 para bulks poblacionales y
0,652 para el analisis de individuos haploides, fueron mayores que los

porcentajes de similitud entre islas, 0,711 y 0,559 respectivamente (Tabla 27).

BBS1 AP3 PCP3

BBSt 0,665 0,562 0,519
AP3 0,804 0,737 €,599

PCP3 0,743 0,680 0,787

Tabla 27.- Coeficiente Dice entre poblaciones. Azul: Valores medios del
coeficiente de Dice obtenidos en el anélisis de individuos haploides. Negro:

Valores del coeficiente de Dice obtenidos en el analisis de bulks

poblacionales.

4.2. ANALISIS DEMOGRAFICO.
4.2 1. Muestreo destructivo.

En el muestreo destructivo se recogio un total de 168 individuos de
Gelidium canariense en las dos poblaciones estudiadas, siendo mayor el
namero de individuos analizados en la Poblacion 2 (Tabla 28). Ambas
poblaciones presentaron un porcentaje mayor de individuos fértiles que de
individuos desconocidos (68 % en la Poblacion 1y 66.8 % en la Poblacién 2).
La proporcion de esporofitos y gametofitos femeninos fue de 5:1, en la

Poblacién 1y de 6:1 en la Poblacion 2 (Tabla 28).
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N° total de individuos 45 123

% Gametofitos femeninos 11 0.8

% Desconocidos 31 26

Tabla 28 Numero total de individuos, peso himedo medio (g/m?) y
porcentaje de gametofitos femeninos, esporofitos y
desconocidos recogidos en las dos poblaciones durante el

muestreo destructivo.

En el estudio preliminar de marcaje de individuos de Gelidium
canariense el porcentaje de relocalizacion de individuos etiquetados al cabo de
un afio fue nulo, por lo que se opté por el sistema de medicion a tres puntos
fijos, la elaboracion de mapas de los Cuadrados e individuos y fotografia de los

Cuadrados.

Los ANOVAs realizados para el peso seco individual y la densidad
(Tabla 29, 30) mostraron diferencias significativas (P< 0.05) entre las
poblaciones y/o entre los Cuadrados de cada una de las Parcelas, pero no
revelaron diferencias significativas entre las Parcelas dentro de cada una de las
Poblaciones. En el ANOVA de biomasa cosechable (Tabla 31) no se

encontraron diferencias significativas a ningtin nivel.
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Poblacion

Cuadrado(Parcela,Poblacion)

* P<0.05

4,067 0,0069*

Tabla 29 .- ANOVA para el peso seco individual a partir de los datos del muestreo

destructivo en Gelidium canariense.

Poblacién 1

Residuo 6

507.0 10.56 0.0314*

12.2

* P<0.05

Tabla 30.- Analisis de ANOVA para la densidad a partir de los datos del muestreo

destructivo en Gelidium canariense.

Poblacién

Residuo

6

335,386 0,667 0,45

577,168

Tabla 31.- ANOVA para la biomasa cosechable a partir de los datos del muestreo

destructivo en Gelidium canariense.
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El peso seco individual vari6 entre 0.4 y 50 g, siendo las medias
poblacionales de 13.92 g en la Poblacién 1 y de 3.18 g en la Poblacion 2.
La ecuacién de regresion entre peso seco y volumen (LC? (Figura 41)

fue la siguiente:

DW = 0.0096 LC? + 0.45

Peso seco (g)

T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

LC? ()

Figura 41.- Relacion entre el peso seco y el volumen (LC?) individual en las poblaciones

analizadas de Gelidium canariense.

El coeficiente de correlacion (R?) fue de 0.95 y altamente significativo
(P< 0.0001), lo que indica que el 95 % de la variacion del peso seco individual
se puede explicar por variaciones del volumen en Gelidium canariense.

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Resultados 194

4.2.2. Muestreo no destructivo.

4.2.2.1. Biomasa individual.

El ANOVA del peso seco individual mostré una diferencia significativa
entre las dos poblaciones estudiadas después de hacer un agrupamiento de
componentes post hoc para los factores Parcela (Poblacion), Afo* Parcela
(Poblacion) y Afno* Cuadrado (Parcela, Poblacion) (Tabla 32,33). En la
poblacién 1 el peso seco medio fue de 5.5 g y en la Poblacion 2 de 2.4 g. La

variacion a escalas espaciales mas pequefas y la variacion entre los dos anos

no fue significativa.

Afo* Poblacion

0.871

0.577 0

0.662 0930 04784

Tabla 32.- ANOVA del peso seco individual en Gelidium canariense. Datos

transformados con log. para obtener la homogeneidad de varianzas.
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1 4196 2.29 0.3717

Afo* Poblacion

Residuo 88 0.698
* P<(.05

Tabla 33.- ANOVA del peso seco individual después del agrupamiento de componentes

post hoc.

La estructura de clases de talla revel6 que el 80% y del 90% de los
individuos en la Poblacién 1y de la Poblacién 2 respectivamente, pertenecian a
las clases de talla mas péqueﬁas (Clase 1y 2: 0 — 2.32 g en peso seco) en
1996 y esta estructura demografica se mantuvo constante durante los dos anos

de estudio (Figura 42,43,44).
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0.7 -
06 - POBLACION 1
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Figura 43.- Estructura de clases de fallas en Gelidium canariense para la Poblacion 1.
Clase 1: 0 - 1.16 g; Clase 2: 1.16 - 2.32 g; Clase 3: 2.32 - 3.49 g; Clase 4: 3.49 -
466 g; Clase 5: > 4.66 g.
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Figura 42. Individuos de Gelidium canariense pertenecientes a las diferentes clases de talla. Clase 1: 0-1.16 g; Clase 2: 1.16-2.32 g; Clase
3:3.49-4.66 g; Clase 5: >4.66 g.
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Figura 44.- Estructura de clases de tallas en Gelidium canariense para la Poblacion 2.
Clase 1: 0 - 1.16 g; Clase 2: 1.16 - 2.32 g; Clase 3: 2.32 - 3.49 g; Clase 4: 3.49 -
4.66 g; Clase 5: > 4.66 g.
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4.2.2.2. Biomasa cosechable y densidad.

En el analisis de ANOVA de biomasa cosechable no se encontraron
diferencias significativas en ningln nivel (Tabla 34). El valor medio de biomasa

cosechable en la Poblacion 1 fue de 960 gm™ y en la Poblacion 2 de 912 gm?.

O Medias i -
;. cuadratlcas Fralo 2 it
Aho 02514
Poblacion © 03560
Afio* Poblacion . 06103
Parcela (Poblacion) 0.105 06217
oParcela (Poblacion) 2 osT1 268 00878

Tabla 34 .- ANOVA de la biomasa cosechable en los poblaciones de Gelidium

canariense.

En cuanto a la densidad de las poblaciones (n° plantaslmz) tampoco se
encontraron diferencias significativas espaciales o temporales (Tabla 35). El
namero medio de plantas en la Poblacién 1 fue de 136 plantas/m® y en la

Poblacion 2 de 211 plantas/m?.

Tabla 35.- ANOVA de la densidad (n° de plantas/m?) en los poblaciones de Gelidium
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canariense.

4.2.2.3. Estadios del ciclo de vida.

Los porcentajes de plantas esporofiticas, gametofiticas femeninas y
desconocidos variaron mucho entre los dos afios de muestreo, siendo en el
afio 1997 el nimero de plantas desconocidas de 88% y 92% para la Poblacion
1 y 2 respectivamente (Figura 45). Esto puede ser debido a las dificultades de
muestreo en este afio, que impidieron una identificacion cuidadosa del estado
reproductivo de las plantas. Por esta razén, sélo se comprobd la variacion

espacial de los estadios del ciclo de vida en el afio 1996.

2 1997
09 -
08 -
0,7 - 1996

0,6 -

0,5 -

0.4

PROPORCION

0,3 1

0,2 -

0,1

0 -
$1 S2 $1 S2

Figura 45.- Proporcion de individuos gametofitos femeninos ), esporofitos (@) y
desconocidos (@) en el afio 1996 y 1997. S1: Poblacién 1, S2: Poblacion 2.
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En el afio 1996, la proporcién total de plantas fértiles fue de 0.69 en la
Poblacién 1 y de 0.39 en la Poblacién 2 (Figura 46). La proporcion de
gametofitos y esporofitos fue de 1:7 en la Poblacién 2, mientras que en la

Poblacion 1 fue de 1:2.

0,7 |

0,6

o
o

o
»

o
w

PROPORCION

0,2 -

0,1 1

S1/P1 S$1/P2 S2/P1 S2/P2

| |
| OGAMETOFITO MESPOROFITO ‘

Figura 46.- Proporcion de individuos gametofitos femeninos y esporofitos en 1996.
S1/P1 : Poblacién 1/Parcela 1; S1/P2: Poblacién 1/Parcela 2;
S2/P1: Poblacion 2/Parcela 1; S2/P2: Poblacion 2/Parcela 2.
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El analisis de ANOVA revelo diferencias significativas a pequena escala
entre las Parcelas de cada Poblacion, es decir, que puede existir un
dominancia de los gametofitos femeninos o de los esporofitos a distancias de
20-50 m (Tabla 36). La media para las poblaciones fue de 37% esporofitos y
15% gametofitos femeninos, sin embargo ésta no fue estadisticamente

significativa.

Estadio 1 2.719 0.347

Estadio* Poblacion 1 ] 0352 0.613

blioteca Digital, 2003

Tabla 36.- ANOVA de la proporcion de gametofitos femeninos y esporofitos en 1996.
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4.2.2.4. Supervivencia y reclutamiento.

El 85 % de los individuos sobrevivieron de 1996 a 1997 y no se

encontraron diferencias espaciales significativas en las dos poblaciones

estudiadas (Tabla 37).

Poblacion 0.2388

Residuo 20 0.035

Tabla 37.- ANOVA de la tasa de supervivencia de individuos en Gelidium canariense.
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En el analisis de ANOVA para el reclutamiento (T abla 38) no se
encontraron diferencias espaciales a ningin nivel, pero si se encontraron al

hacer el agrupamiento de componentes post hoc para el factor Parcela

(Poblacion). En este analisis se detectaron diferencias significativas entre las

dos poblaciones, siendo 1, el nimero medio de individuos nuevos en la

Poblacién 1y 3, enla Eoblacic’m 2 (Tabla 39).

1 16.667 15.385 0.0593

Residuo 20 3.983

Tabla 38.- ANOVA del reclutamiento de individuos en Gelidium canariense,

Poblacion 1 16.667

* P<0.05
Tabla 39.-ANOVA del reclutamiento de individuos de Gelidium canariense después

del post hoc pooling del factor Parcela (Poblacion).
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5.1. ANALISIS GENETICO.

5.1.1. Optimizacion de la técnica RAPDs.

La simplicidad del método de extraccion de ADN (Cenis 1992; Alberto et
al. 1997) modificado, nos permite procesar muchas muestras, por lo que
constituye una ventaja en los estudios de genética de poblaciones, donde
normalmente, se requiere analizar un gran nimero de individuos. Ademas, el

uso escaso de solventes organicos lo hacen mas interesante.

Sin embargo, y a diferencia de Gelidium sesquipedale (Alberto et al.
1997), en G. canariense fue necesario incorporar una etapa de purificacion,
consecuencia probablemente del mayor contenido de polisacaridos en G.
canariense tal y como se ha sefialado para otras especies (Mayes et al. 1992;
Patwary et al. 1993; Saunders 1993).

La baja reproducibilidad de los patrones RAPDs debida a la baja
especificidad de la hibridacion, constituye uno de los aspectos mas relevantes
para poder alcanzar unos resultados coherentes en el analisis molecular. Este
problema se acentia si se comparten datos entre laboratorios (Penner et al.
1993; Hoffman & Bregitzer 1996; Jones et al. 1997), se comparan resultados
obtenidos durante largos periodos de tiempo (Pérez et al. 1998), se utilizan
diferentes marcas de reactivos 6 de termocicladores (MacPherson et al. 1993;
Meunier & Grimont, 1993; He et al. 1994) o si las reacciones de amplificacién
son elaboradas por distintos investigadores (McEwan et al. 1998).

La falta de reproducibilidad de los marcadores RAPDs se traduce en la
dificultad de repetir algunos patrones encontrados (Hadrys ef al. 1992). Este
hecho es apuntado por van Oppen et al. (1996) como la principal razén de
abandono de la técnica en muchos laboratorios. No obstante, el problema ha
sido tratado de diferentes maneras segln los autores y laboratorios. Dos
Santos et al. (1994), Beebe et al. (1995), Nienhuis et al. (1995), Park et al.
(1998) y De Greef & Triest (1999) presentan resultados basados en datos sin
replicar. Crochemore et al. (1996); Alberto et al. (1997); Le Corre et al. (1997),
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Jenczewski~ et ~al.(1999)-serefieren—a--eflos--simplemente como patrones
reproducibles pero no sefialan el grado de reproducibilidad de las bandas.
Otros autores (Cardoso ef al. 1998, Tollefsrud ef al. 1998, Bolch et al. 1999,
Prathepha & Baimai 1999, Tansley & Brown 2000; Sun & Wong, 2001)
seleccionan soélo los cebadores que generan bandas fuertes, reproducibles y
con buena resolucion. En otras ocasiones se comprueba la reproducibilidad de
bandas y se interpretan como valores perdidos aquellos que no se pueden
reproducir (Hilu 1994; Liu et al. 1994; Swensen et al. 1995). Pero la mayoria de
los autores hacen replicaciones parciales o completas y eliminan las bandas
gue no presentan reproducfbilidad (van Oppen et al. 1995,1996; Procaccini &
Mazzella 1996; Alberto et al. 1999; Ashburner et al. 1997, Lindstrom et al. 1997,
Waycott 1998; Bartish et al. 1999a, Martin et al. 1999; Gillies et al. 1997,1999;
Gauer & Cavalli-Molina 2000; Esselman et al. 1999; Wright et al. 2000; Engelen
et al. 2001; Lee et al. 2002). Ademas, en general no se indica el grado de
reproducibilidad y tan solo los estudios de Skroch & Nienhuis (1995) y Pérez et
al. (1998) muestran una relacion entre los datos replicados y la precision de las
estimaciones de los parametros de variabilidad genética. Precisamente estos
Gltimos autores (Skroch & Nienhuis 1995) obtuvieron un 76 % de bandas
reproducibles y concluyeron que la reproducibilidad es muy dependiente de la
uniformidad de las condiciones de amplificacion entre experimentos, asi como

de la intensidad relativa de las bandas amplificadas.

La reproducibilidad del patron de bandas de RAPD realizada siempre por
el mismo opérario y en un corto espacio de tiempo, una vez obtenido ADN de
alta calidad y habiendo optimizado los parametros de la PCR, depende, de
manera extrema, del mantenimiento de las condiciones absolutas e idénticas
entre las reacciones de amplificacion. En los estudios de reproducibilidad, se
encontré que a medida que uniformamos las condiciones de amplificacion y
electroforesis, en general, se incrementaban los porcentajes de
reproducibilidad de los patrones RAPDs para las bandas fuertes, medias y
débiles (Tabla 7). La uniformidad en la amplificacion se consiguié elaborando
un coctel de amplificacion con todos los reactivos para cada cebador. El no
obtener una reproducibilidad total, puede ser el reflejo de la sensibilidad de la

reaccion de amplificacién a variaciones muy sutiles a la vez que incontrolables

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran Ci

© Unive



Discusion 209

en el ambiente de la reaccién, como por ejemplo la temperatura ambiente, que
__podria_influir_en los pasos de desnaturalizacion e . hibridacion durante la
amplificacion (Skroch & Nienhuis 1995; Pérez et al. 1998).

La reproducibilidad entre distintas extracciones de ADN ha sido
comprobada también por Russell et al. 1993 y van Oppen et al. 1996,

obteniendo resultados muy similares a los de este estudio.

Los estudios experimentales de Skroch & Nienhuis (1995) también
demostraron que en las estimaciones de distancias genéticas es mas
beneficioso un aumento del nimero de bandas analizadas, que una
disminucion del namero de bandas debido al error de interpretacion que
conlleva sucesivas amplificaciones para garantizar la reproducibilidad del
patron de bandas. Consecuenteme, y dado el volumen del muestreo del
andlisis de la fase haploide (252 individuos) y teniendo en cuenta, que los
analisis de RAPDs tienen un elevado coste econémico y consumen tiempo, se
optd, una vez estandarizadas las condiciones de extraccion y amplificacion por
realizar amplificaciones Unicas con cada cebador y muestra y posteriormente

realizar un filtro (5%) para eliminar el posible ruido.

5.1.2. Analisis de bulks poblacionales.

El caracter dominante de los marcadores RAPDs presenta desventajas a
la hora de estudiar especies con ciclos haplo-diplontes, dado que el estado de
ploidia de los individuos puede influenciar los patrones de RAPDs (Williams et
al. 1990, van Oppen et al. 1996). De esta forma, la comparacion de individuos
diploides genera una sobreestimacion de la similaridad entre estos, porque no
se pueden distinguir los individuos homocigéticos de los heterocigoéticos. Por
otro lado, la comparacion de individuos de diferente ploidia puede dar lugar a
una falsa variacion genética relacionada con el equilibrio entre el cebador y los
sitios de reconocimiento del ADN (Stam et al.1995). Los individuos diploides
(esporofitos) presenta un mayor numero de sitios potenciales de
reconocimiento para el cebador que los individuos haploides (gametofitos).
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Este hecho puede originar que una misma secuencia presente en individuos

~ haploides y diploides, apenas sea amplificada en los individuos haploides.

Por todo esto, es necesario determinar la ploidia de los individuos que se
va a analizar mediante RAPD en especies con ciclos haplo-diplontes, como es
el caso de Gelidium canariense. Sin embargo, y debido a que no fue posible la
caracterizacion de gametofitos masculinos, se hizo una primera aproximacién
del conocimiento de la variabilidad genética con la metodologia de bulks
poblacionales y posteriormente se realizd un analisis intrapoblacional
exclusivamente con los individuos haploides.

El analisis de bulks poblacionales ha sido utilizado de manera exitosa
para establecer las relaciones genéticas entre poblaciones vegetales de alfalfa
(Medicago sativa) por Yu & Pauls (1993) y en el alga roja, Gelidium
sesquipedale por Alberto et al. (1997;1999). Alberto et al. (1989) obtuvieron
para diferentes bulks poblacionales formados con 15 individuos de una misma
poblacion de G. sesquipedale, distancias genéticas mucho mas bajas, que las
distancias genéticas obtenidas entre los bulks poblacionales de diferentes
poblaciones. Estos autores sugieren que los bulks formados por 15 individuos
de G. sesquipedale se puede considerar como una muestra representativa de
cada poblacién. El patron de similaridades genéticas entre las cuatro
poblaciones de G. canariense analizadas mediante bulks, fue independiente del
coeficiente de similaridad utilizado.

Contrariamente a lo enconirado con estudios isoenzimaticos en G.
canariense (Sosa & Garcia-Reina 1993), en este trabajo se encontré una
relacion entre la distancia geografica y la distancia genética. Asi, la poblacién
de Puerto de la Cruz (PC) en la isla de Tenerife presenta los valores de
similaridad mas bajos con las poblaciones de Gran Canaria (Tabla 12). Dentro
de Gran Canaria, las poblaciones de Agaete (A) y Bocabarranco (BB) estan
mas alejadas geograficamente y presentan el valor de similaridad genética
menor (0.825) y por tanto, el menor flujo genético. Sin embargo cabria esperar
una mayor similitud genética entre las poblaciones de Sardina (S) y Agaete (A)
dado que son las poblaciones mas proximas.
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 Ademas, el nimero de marcadores especificos en la poblacion de
Puerto de la Cruz fue casi el doble respecto a las poblaciones de Agaete y
Bocabarranco, lo cual puede ser indicativo de un menor flujo genético entre la
poblacién de Tenerife y las poblaciones de Gran Canaria. Esta hipétesis esta
de acuerdo con la circulaciéon oceanica general en el area de Canarias, siendo

la corriente predominante direccién SSO (Pérez-Martell 1988; Sangra 1995).

5.1.3. Analisis comparativo de bulks poblacionales e individuos

haploides.

El porcentaje medio de similitud por cebador entre ambos estudios,
obtenido a partir del recuento de bandas comunes alcanza el 53% de los
casos. No obstante, puede existir una subestimaciéon de ésta similitud ya que
es dificil establecer la comparacion de pesos moleculares en aquellos
cebadores que generan un mayor numero de bandas. Este bajo porcentaje de
similitud puede ser consecuencia de que los analisis se han realizado con
diferentes individuos y en diferentes laboratorios. Diversos autores (Penner et
al. 1993; Hoffman & Bregitzer 1996; Jones ef al. 1997) han demostrado que los
experimentos realizados en diferentes laboratorios, pueden contribuir a
incrementar la disparidad de datos, dada la sensibilidad de los marcadores
RAPD a pequefias variaciones no controlables.

El nimero de marcadores obtenidos, el porcentaje de polimorfismo y el
nuamero de fragmentos exclusivos por poblacion (Tabla 25, 26) obtenidos en el
andlisis de bulks poblacionales fue menor respecto al analisis de individuos
haploides lo que esta en concordancia con lo propuesto por Yu & Pauls (1993)
y Alberto et al. (1999). Estos autores postularon que la metodologia de bulks
poblacionales revela sélo los marcadores poblacionales bien conservados
reduciendo las bandas débiles y poco reproducibles, lo que es consecuencia
posiblemente de que los marcadores que estan presentes en unos pocos
individuos no amplifican, dado que representan una pequefia proporciéon de
ADN en la mezcla de bulks pobiacionales. Michelmore et al. (1991) demostré
que los marcadores RAPD raros no pueden ser detectados en los bulks

poblacionales cuando la muestra de ADN de la que derivan representa menos
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de un 10% en la muestra total de ADN. Por tanto, en Gelidium canariense la
metodologia de bulks solo revela los marcadores poblacionales bien
conservados, es decir, aquellos que mejor caracterizan las poblaciones. De
esta manera, se reducen las bandas débiles, las cuales presentan una menor
reproducibilidad. Sin embargo, también supone un inconveniente la pérdida de
los marcadores débiles, ya que son éstos, los que realmente aportan

informacion a escalas geograficas pequefas.

Ademas de esta ventaja, la metodologia de bulks permite evaluar las
propiedades genéticas mas comunes de las poblaciones de una forma muy
eficiente, rapida y econdmica, dado que en lugar de realizar 15 amplificaciones
individuales para cada poblaciéon estudiada, se realiza sélo una ampilificacion
por poblacion. En especies con ciclo de alternancia de generaciones, evita los

problemas derivados de la comparacion de individuos con distinta ploidia.

Dos son los principales inconvenientes que surgen en la aplicacién de
esta metodologia. Por una parte existe una pérdida de informacion respecto a
la poblacion analizada ya que tratamos una mezcla de individuos como una
Unica entidad, es decir, estamos afiadiendo una nueva variable (desconocida) a
la ya heterogénea y poco reproducible técnica. Y por otro lado, so6lo permite

realizar analisis interpoblaciones.

5.1.4. Analisis de la fase haploide.

5.1.4.1. Niveles de variabilidad genética.

Uno de los principales condicionantes de la deteccidn del nivel de
diversidad genética de las poblaciones naturales es el tamafo muestral
analizado, ya que existe una relacién directa entre el nimero de individuos
analizados vy la diversidad genética (Ellstrand & Elam 1993). El indice que mas
se ve afectado por el tamafio muestral es el nimero medio de alelos por locus,

en nuestro caso, el nimero medio de haplotipos por cebador.

En la mayoria de las poblaciones el nimero de individuos analizados por

poblacién, se encuentra en la zona de estabilizacién de la curva de tendencia
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del numero medio de haplotipos por cebador (Figura 27). Por tanto, un
aumento del tamafio muestral en estas poblaciones no supondria un
incremento significativo de la diversidad genética observada. La pbblacién de
Hermigua (HP1) presenta una variabilidad genética igual a la poblacion de
Puerto de la Cruz (PCP3), aunque ésta, tiene un tamafio muestral dos veces
inferior. Esta circunstancia unida al hecho de que HP1 se encuentra en la zona
exponencial, nos indica que posiblemente la escasa diversidad genética
(NMAL) es mas consecuencia del bajo nimero de individuos analizados y no
una caracteristica intrinseca de la poblacién, como revelan otros parametros de
diversidad génica (Tabla 16). Por tanto, es posible que un incremento en el
tamafio muestral haria aumentar proporcionalmente la diversidad génica en

esta poblacion.

En general, los niveles de polimorfismo RAPD detectados en G.
canariense son notablemente altos. Todos los cebadores utilizados fueron
variables y el polimorfismo dentro de las poblaciones siempre fue superior al
55,2 % (Tabla 16). Se descarta la posibilidad de que algunos marcadores
interpretados sean artefactos causados por la amplificacion del ADN
procedente de otros organismos epifitos, dado que los frondes fueron
escrupulosamente limpiados. La contaminacién bacteriana puede ser también
descartada, porque la baja complejidad del genoma procariota no interfiere en
la amplificacién del ADN eucariota (Williams ef al. 1993). Por consiguiente, los
altos niveles de variacion genética detectado en las poblaciones naturales de

G. canariense mediante RAPDs son especificos de la especie.

Esta elevada variabilidad genética contrasta con la depauperada
variacién isoenzimatica encontrada en G. canariense por Sosa y Garcia-Reina
(1993). Una discrepancia marcada entre datos de isoenzimas y de RAPDs han
sido encontrada en otras algas (van Oppen et al. 1995a) y también en otras
fanerégamas marinas (Waycott 1998). En plantas, también se han sefialado
diferencias entres ambas técnicas, siendo normalmente las estimaciones con
RAPDS mucho mas variables (Liu & Furnier 1993; Lannér-Herrera et al. 1996;
Diaz et al. 1999; Wong & Sun 1999; Virk ef al. 2000), aunque también se han
encontrado valores similares (Aagaard et al. 1998; Buso ef al. 1998) y valores
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menores (Jenczewski ef al. 1999). Sin embargo, las comparaciones no son
faciles, debido a la utilizaciéon de diferentes estrategias en el tratamiento de
datos. Waycott (1995) justifica el mayor polimorfismo de RAPDs asociandolo a
las regiones y al nivel de muestreo de ambas técnicas. La técnica RAPD
muestrea un amplio rango de secuencias dentro del genoma: ADN codificante,
no codificante, estructural y repetitivo, mientras que las isoenzimas muestrean
sblo los productos de secuencia codificados. De esta manera, los RAPD tienen
ventajas sobre las isoenzimas para detectar variacion genotipica debido a que
muestrean una regiébn mas amplia del genoma. Por otro lado, las isoenzimas
estan bajo una presion selectiva para ajustarse a ciertos requerimientos y
mantener la actividad enzimatica. Ademas, los RAPD muestrean regiones que
acumulan mas cambios que en las isoenzimas y por eso se observan niveles
mayores de polimorfismo. Por otro lado, los RAPDs generan un numero de
marcadores ilimitados lo que los convierte en mas ventajosos particularmente
cuando poca variacion isoenzimatica ha sido observada (Whitkus et al. 1994)
como es el caso de G. canariense (Sosa et al. 1998). Ademas, datos empiricos
han demostrado que los polimorfismos isoenzimaticos a veces no son neutrales
como previamente se suponia (Lonn et al. 1998), mientras que los marcadores

RAPD se consideran neutrales (Heaton et al. 1999).

La primera ventaja del elevado nimero de marcadores polimérficos
obtenidos con RAPDs es que nos permiten abordar las hipétesis planteadas en
el estudio de isoenzimas (Sosa & Garcia-Reina 1993). Si el reclutamiento en
las poblaciones de G. canariense es conseguido a expensas de la reproduccion
asexual (Sosa & Garcia-Reina 1993) cabria esperar un mayor nimero de
individuos con fenotipos similares en términos de RAPDs. Si por el contrario, el
papel de la reproduccién asexual es minoritario en el crecimiento de la
poblacién, el polimorfismo intrapoblacional considerable deberia ser la norma.
El que no se hayan encontrado individuos con fenotipos RAPDs idénticos,
sugiere que la propagacion asexual no es la estrategia reproductiva
predominante en estas poblaciones, porque durante la reproduccion asexual se

generan individuos con idéntico genotipo al progenitor.
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El nimero de fenotipos o haplotipos RAPD diferentes observados (99,2
% para la muestra total) es mUy alto en comparacion con otros estudios que
utilizan marcadores de ADN multilocus en especies alégamas. Por ejemplo:
Faugeron et al. (2001) encontraron en el alga roja Mazzaella laminarioides, el
70% de genotipos RAPD diferentes. Wright et al. (2000) sefiala que 81
fenotipos RAPD entre 149 individuos muestreados (54%) eran distintos en el
alga roja apomitica Delisea pulcra. En el coral gorgonia Plexaura kuna, el
porcentaje medio de patrones de M13 diferentes fue de 50% en los diferentes
estudios realizados en. arrecifes (Coffroth & Lasker 1998), mientras que en una
especie de planta autogama, Medicago trunculata, solo se observaron 62
genotipos diferentes entre 187 plantas estudiadas (33%, Bonnin ef al. 1996).
Ademas, el porcentaje de fenotipos distintos es similar entre las distintas
poblaciones (94-100%). Faugeron et al. (2001) encontré diferencias similares
entre las poblaciones (66-86%) en la especie alégama Mazzaella laminariodes.
Sin embargo, en especies autbgamas y clonales, este porcentaje es
generalmente variable entre las poblaciones, variando entre 40% y 75% en
Delisea pulcra (Wright et al 2000), de 3% al 100% en Plexaura kuna (Coffroth &
Lasker 1998) o del 15% al 52% en Medicago trunculata (Bonnin et al. 1996). La
composicion genética en especies clonales y autégamas esta determinada
principalmente por el nimero de migrantes, mientras que en especies
alégamas, ademas de los procesos migratorios estocasticos, los genotipos

diferentes estan regulados por la recombinacién.

El valor del Indice de Shannon por poblacion (0,221) (Tabla 20) fue
bastante menor que el obtenido para especies con reproduccidon sexual.
Engelen et al. (2001) obtuvieron un valor medio poblacional de 0,868 en el alga
parda Sargassum polyceratum. Sin embargo, este indice, presenta el
inconveniente de que en la mayoria de los estudios los valores no estan

estandarizados y limitan su comparacion.

Las estimaciones de la diversidad génica empleando el indice de Lynch
& Milligan (1994), el cuél es equivalente a la heterocigosidad esperada (0,276)
es similar a la obtenida en Mazzaella laminarioides, 0,23 y es ligeramente

superior al rango de valores de diversidad génica dados para especies de algas
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—rojas con reproduccién-sexual en estudios isoenzimaticos (Sosa & Lindstrom
1999). Sin embargo, la comparacion directa con la informacioén disponible se
debe hacer con cautela, porque las aproximaciones utilizadas en ambos
estudios no son idénticas y en el segundo caso los datos proceden de
isoenzimas, los cuales son generaimente menos polimérficos que los
marcadores RAPD. Comparado con otros estudios de marcadores RAPD, el
valor de diversidad génica obtenido dentro de las poblaciones de Gelidium
canariense (0,22-0,37) es ligeramente mas alto al obtenido en la especie
Mazzaella laminarioides (0,21-0,25) y comparable con el obtenido con
marcadores RAPDs en especies vegetales terrestres alégamas (Huang et al.
2000;Thomas et al. 1999) pero siempre mas alto que el valor estimado para
especies autdbgamas terrestres (Owuor et al. 1997; Wong & Sun 1999).

Aunque no se ha publicado ningun trabajo sobre el mecanismo de
reproduccion de las especies estudiadas, en especies del género Gelidium los
estudios realizados a nivel de frondes o médulos sefialan una reproducciéon
mayoritariamente asexual mediante ejes rastreros a partir de individuos
establecidos (G. chilensi, G. lingulatum: Santelices 1989; G. sesquipedale:
Oliveira 1989; Gorostiaga 1990; G. /atifolium: Rueness & Frediksen 1989). En
general la mayoria de las especies de Clorofitas, Feofitas y Rodofitas
presentan reproduccion asexual (Santelices 1990). La propagaciéon vegetativa
mediante rizoides se ha interpretado como un mecanismo conservativo de
adaptacion al medio, ya que los nuevos individuos son genéticamente idénticos
a unos progenitores bien adaptados a unas condiciones ambientales
determinadas (Stebbins & Hill 1980; Santelices 1990; Gorostiaga 1990). Por
otro lado la multiplicacidén vegetativa hace menos vuinerable la permanencia de
la especie a la competencia por el sustrato que el complejo proceso de
emision, fijacibn y germinacibn de esporas. La estructura basal y la
reproduccién por propagulos seria consecuencia de una adaptacion vegetativa

adecuada, a expensas de la reproduccion sexual (Santelices 1990).

Sin embargo, los primeros estudios realizados a un nivel superior (clones
diferentes o genets) en G. canariense con isoenzimas, sugerian que esta

especie se caracterizaba por presentar una reproduccién asexual mayoritaria y
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ademas estaba sujeta a deriva genética (Sosa 1991; Sosa & Garcia-Reina
1993). Sin embargo, estas conclusiones se basaron en frecuencias génicas
haploides calculadas en tamafos muestreales pequerios, lo que probablemente
originé resultados sesgados. Una re-evaluacion de los datos a posteriori por los
autores, Sosa et al. (1998) pone de manifiesto que la reproduccién sexual tiene
mayor peso especifico y que existe una marcada diferenciacion a pequefia
escala en las poblaciones naturales de Gelidium canariense. Los resultados
obtenidos utilizando marcadores RAPDs corroboran la reproduccion sexual
como mayoritaria y la fecundacién cruzada como los mecanismos mas

importantes en las poblaciones naturales de G. canariense.

La elevada diversidad genética en las poblaciones naturales de especies
vegetales puede explicarse por tres causas: a) alta tasa de recombinacion, b)
altos niveles de deriva entre pequefios grupos de individuos que viven en
habitats alterados, c¢) cambios en el genoma, tales como transposicion, re-
arreglo y ampilificacibn de genes, d) mosaicos de diferentes genotipos,
producido por la adaptacion espacial y temporal a ambientes heterogéneos
(seleccion disruptiva o diferenciacion ecotipica) o por una corta dispersion de
gametos y esporas que terminan ocasionando subestructuraciéon espacial, e)

causas historicas (van Oppen ef al. 1995; Valatka ef al. 2000).

A estos factores, se unen los atributos especie-especificos, tales como la
biologia reproductiva, el tipo de cruzamiento mayoritario (autofecundaciéon o
reproduccioén cruzada), o la capacidad de dispersion de los gametos, esporas y
fragmentos vegetativos. También influye el caracter perenne o anual de la
planta, el porte de la misma y el grado de distribucion geografica de la especie
Asi, las poblaciones naturales de especies aldgamas, generalmente presentan
una mayor diversidad genética que las poblaciones naturales de especies
autbgamas. Este patron se explica porque en los cruzamientos aumenta el
nimero de genotipos diferentes presentes en la poblacion, entre otros
mecanismos condicionados por la recombinacion genética meibtica. Al mismo
tiempo, las especies perennes promueven el intercambio de alelos entre los
individuos de generaciones diferentes aumentando por tanto la diversidad

genética. Las especies con una amplia distribucién exhiben, en general, una
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~elevada diversidad-genética con-respecto-a-especies de-distribucion reducida,
debido posiblemente al escaso numero de individuos que colonizaron y
formaron las poblaciones (Loveless & Hamrick 1984; Frankel et al. 1995;
Hamrick & Godt 1996; Sosa 2001).

Valatka et al. (2000) indican que la alta diversidad genética encontrada
en el alga roja Furcellaria lumbricalis es muy dificil explicarla por reproduccion
sexual y la atribuyen a un alto nivel de deriva entre pequefios grupos de
individuos entre habitats, a cambios en el genoma, tales como transposicion,
re-arreglo y amplificacion de genes o bien por mosaicos de diferentes

genotipos.

Teniendo en cuenta estos factores, en Gelidium canariense las hipétesis
mas plausibles para justificar la alta variabilidad genética a nivel de genet
obtenida mediante marcadores RAPD, son el efecto de combinado de una
variabilidad genética historica alta, el origen reproductivo sexual de los
gametofitos femeninos y una microdiferenciacion genética de clones diferentes

producida por la heterogeneidad espacial.

Lo mas probable es que los gametofitos tengan un origen sexual
mayoritario. Debido a que probablemente la adhesién al sustrato de talos
vegetativos procedentes de gametofitos es mucho menor que la de talos
esporofiticos como se ha descrito para otras especies de Gelidium (Salinas
1991; Juanes & Puente 1993) y por otro lado, los individuos gametofitos

femeninos siempre aparecen muy proximos en la poblacion.

Gelidium canariense es una especie perenne, con un reclutamiento muy
bajo y supervivencia muy alta de los individuos, por lo que las poblaciones son
muy estables, luego también es posible que la alta variabilidad sea debida a
que histéricamente siempre ha presentado alta variabilidad genetica.

Los mosaicos de diferentes genotipos se pueden originan por medio de

una microdiferenciacién espacial o por una corta dispersion de gametos,
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esporas o fragmentos vegetativos, lo que estd avalado por una estructuracion

espacial moderada, revelado en el analisis intrapoblacional.

Aunque la mayoria de los estudios se hayan realizado en plantas
superiores, existen también estudios que evidencian una alta tasa de cambio
en el genoma de algas (van Oppen ef al. 1993; Oliveira & Ragan 1994). La
- dificultad a esta explicacion, es que la alta variabilidad genética tiene que
ocurrir en todas las poblaciones. En Gelidium canariense todas las poblaciones
presentan altos niveles de variabilidad genética, por lo que también podria

contribuir a la alta variabilidad genética.

La caracterizaciébn molecular mediante RAPDs en la determinacién del
sexo, ha sido llevada a cabo de manera exitosa en Gracilaria gracilis (Martinez
et al. 1999). Sin embargo en el estudio de caracterizacion molecular de la fase
haploide y diploide de Gelidium canariense, no fue posible identificar ningin
marcador diagnostico de las diferentes fases. La identificacibn de los

gametofitos masculinos por microscopia tampoco revelo resultados positivos.

5.1.4.2. Estructuracion genética poblacional.

Las poblaciones de Gelidium canariense se encuentran
considerablemente diferenciadas, dado que el valor medio del coeficiente de
diferenciacion genética (Fst) en todas las poblaciones fue de 0,320 y
significativo (p<0,001) (Tabla 24). El valor de G”st obtenido con el Indice de
Shannon (0,387) es similar al Fst y esta en concordancia con el obtenido por
Engelen et al. (2001) en las poblaciones naturales de islas del alga parda
Sargasum polyceratum. Los coeficientes de diferenciacién medios mas bajos
se obtienen entre las poblaciones de Gran Canaria (Fs7= 0,145) y los mas
elevados entre las poblaciones de La Palma (Fst= 0,387). En La Palma y en
Tenerife se detectan mayores diferencias genéticas entre poblaciones de la
misma isla (1- 20 Km) que interinsulares (50-220 Km), por el contrario entre la
isla de Gran Canaria se observé un menor grado de diferenciacién dentro de la

isla que con otras islas. Esto se refleja, tanto en el dendrograma Neighbour-
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Joining, en el dendrograma UPGMA, como en el andlisis de componentes

principales (Figura 28-32).

El fuerte grado de diferenciacion genética observado puede deberse a
dos efectos principales: es posible que las poblaciones hayan sufrido procesos
de deriva, y consecuentemente se haya generado la diferenciacion genética
observada. Sin embargo, en el caso de G. canariense, todas las poblaciones
presentan elevados niveles de diversidad genética (Tabla 18), los cuales no se
esperan después de un proceso de deriva genética, de no existir multiples
colonizaciones. Por otro lado, podria ser consecuencia de un escaso o nulo
flujo genético interpoblacional, consecuencia de un aislamiento geografico
(Weir & Cockerham 1984; Slatkin 1990; Hartl & Clark 1997). El escaso flujo
genético puede aumentar el aislamiento genético y por ende la fijacion de
diferencias genéticas entre poblaciones, segin la capacidad de dispersion de
una especie y las diferentes caracteristicas de la poblacién (Amos & Harwood
1998; Dieckmann et al. 1999; Sork et al. 1999; Sosa 2001).

Cuando comparamos, el nivel de variabilidad genética por islas,
observamos en general, una tendencia de la diversidad genética a disminuir
desde las islas orientales hacia las occidentales, lo que se podria interpretar
como un reflejo de la direccion de colonizacion de esta especie en las
diferentes islas. Ademas, la distancia geografica explica el 35% de la distancia
genética de manera significativa, lo que indica un ligero aislamiento por
distancia y puede tener relacién con el sistema de corrientes en el area de

Canarias.

La utilizacién de la diversidad genética entre poblaciones algales como
trazadores bioldgicos de las corrientes predominantes presenta la ventaja de
que engloba los patrones de movimiento de agua en una gran escala temporal,
mientras que los datos oceanograficos estan limitados a simples instrumentos
de medicién que realizan la toma de datos en periodos de semanas (Barton
1990). La diversidad genética ha sido utilizada como trazador biolégico por
Alberto et al. (1999) en Gelidium sesquipedale. La corriente general que afecta
al area de Canarias, tiene direccion SSO (Pérez-Martell 1988; Sangra 1995) y
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los ultimos estudios de corrientes superficiales indican que en los meses de
mayor influencia de los vientos 'alisios existe un transporte direccion Este-Oeste
(Villagarcia et al. 1999) en la capa de mezcla (150 m). Sin embargo, no existen
datos de corrientes costeras, las mas influyentes en el proceso de migracion,

dada la distribucion de la especie.

En general, las macroalgas se consideran poco dispersoras, limitadas a
pocos metros y con una supervivencia media de las esporas de unos pocos
dias (Hoffmann 1987; Santelices 1990; Valero et al. 2001). Las esporas de
Gelidium carecen de flagelos, por tanto, presentan una capacidad de dispersion
muy restringida en distancias largas, pero tienen una fuerte capacidad de
adhesion al sustrato una vez liberadas (Santelices 1990). En el alga roja
Gracilaria gracilis, se ha demostrado en experimentos de laboratorio, que el
periodo de vida de las espermatidas (gametos masculinos) es de cinco horas
(Valero et al. 2001) y mediante experimentos de campo se ha visto que la
fertilizacion ocurre a 80 m como maximo de una poblaciéon (Destombe ef al.
1990). Engel et al. (1999) mediante andlisis de paternidad realizados con
microsatélites en esta misma especie, sefala que los gametos masculinos
fertilizan primeramente a las hembras proéximas y que la mayoria de los
procesos de emparejamiento ocurren en una distancia menor de 1 m. Soélo el
11% de gametos masculinos proceden de una poblacién distinta. Otros
estudios empiricos también indican distancias de dispersién de propagulos
algales del orden de pocos metros desde la planta madre (Reed et al. 1988;
Kendrick & Walker 1991; Pearson & Brawley 1996). La existencia de
estructuracion genética observada mediante marcadores isoenzimaticos ya ha
sido puesta de manifiesto por Wiliams & Di Fiori (1996). Estos autores
realizaron estudios en Pelvetia fastigata, una alga con dispersién de gametos
restringida y encontraron subdivisién genética en pocos metros. Las algas con
una dispersién potencial mayor debido a la existencia de frondes reproductivos
flotantes o a la liberacion de esporas al plancton no presentan una estructura
genética a pequefia escala, sino a escalas superiores (entre 5 y 90 Km; Lu &
Williams 1994; Pearson & Murray 1997).
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Por tanto la explicacidn mas probable para G. canariense es que las
diferencias genéticas encontradas entre las poblaciones (separadas 0,5 Km) y
las localidades (separadas 1 y 20 Km) son debidas a un flujo genético
restringido, como resuitado de una limitada capacidad de dispersion de esporas
y gametos a estas escalas. Alberto ef al. (1999) sefialan la regeneracion a
partir de fragmentos vegetativos, como el principal mecanismo de dispersion a
gran escala de Gelidium sesquipedale. Por tanto, es probable que los
fragmentos vegetativos de Gelidium canariense se dispersen hacia el SSO, lo
que explicaria la mayor relacion de las poblaciones de Gran Canaria y Tenerife
con la poblacién de La Gomera. Durante las épocas de alisios podria existir un
transporte direccion Este a Oeste, esto es, desde la islas orientales hacia las
islas mas occidentales. Esto podria explicar la mayor relacion entre algunas
poblaciones de las islas de Tenerife, La Gomera y La Palma. También puede
ocurrir que Tenerife sea una barrera fisica que interrumpe la migracién desde
Gran Canaria hacia las islas mas occidentales. Por eso, parece razonable
plantear la hipétesis, de que Gran Canaria intercambia migrantes
principalmente con la isla de La Gomera y Tenerife (ademas de consigo
misma), favorecido probablemente por la contracorriente direccion NNO,
mientras que los migrantes de estas islas pueden alcanzar mas facilmente las
poblaciones de La Palma. Esta hipotesis parece plausible con la estimacion del
numero de individuos migrantes por generacion (Tabla 24). Sin embargo, los
valores del coeficiente genético son considerablemente altos o lo que es lo
mismo, las poblaciones se encuentran muy diferenciadas genéticamente, lo
cual nos indica que el flujo genético entre las poblaciones no es continuo, sino

un proceso ocasional.

Engelen et al (2001) analizé6 la estructura genética espacial de
Sargassum polyceratum en un amplio espectro de habitats intermareales y
submareales encontrando que la profundidad y el tipo de bahia promueven la
diferenciacién poblacional a lo largo de las costas de la isla, aunque la
dispersion alrededor de los extremos de la isla de Curacao conecta las
poblaciones en diferentes grados. Procaccini et al. 1999 encontré diferencias
significativas en Halophila stipulacea recogida entre profundidades 5, 15, 25 m

y la posicién dentro y entre los sitios de dos islas de la costa de Sicilia.
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A pesar de la diferenciacién genética existente entre las poblaciones de
G. canariense, el mayor nivel de variacidn genética de la especie, revelada en
el AMOVA vy en el analisis del Indice de Shannon se encuentra a nivel
intrapoblacional (67-68%). Estudios de estructuracion genética basados en el
AMOVA y en el Indice de Shannon realizados por Bussell (1999), Martin ef al.
(1999) y Engelen et al. (2001) también mostraron concordancia entre los
resultados de los dos analisis. Un gran porcentaje de la variacion es debida a
las diferencias entre individuos dentro de las poblaciones lo que es comun para
especies alégamas (Bussell 1999) y ha sido observado en el alga roja
Mazzaella laminarioides (Faugeron et al. 2001), en Sargassum polyceratum
(Engelen et al. 2001), en el kelp Alaria marginata (Kusumo & Druehl 2000) y en
Halidrys dioca (Lu & Williams 1994). El origen reproductivo sexual de los
gametofitos femeninos combinado con una alta tasa de dispersion local de las
esporas originada por la fuerte hidrodinamia y la diferenciacién microgeografica

moderada dentro de las poblaciones podrian ser el origen de estos resultados.

van Oppen ef al. (1995) explican los altos niveles de variaciéon
intrapoblacional generados por RAPDs en Phycodris rubens por la actuacién
combinada de la deriva y la seleccion disruptiva. La selecciéon natural ha sido
apuntada como una causa de diferenciacion genética en los organismos
marinos (Hilbish 1996). Se ha sugerido que los organismos clonales tienen
mayor probabilidad para ser organismos genéticamente distintos y adaptados
localmente (Williams 1975; Ayre ef al. 1991) y los mosaicos de individuos con
genotipos localmente adaptados también se pueden originar por una escasa

dispersion local.

Nybom & Bartish (2000) sostiene que los parametros genéticos basados
en RAPD muestran aproximadamente la misma asociacién con los atributos de
especie identificados previamente por Hamrick & Godt (1989) para isoenzimas,
excepto para el rango geografico de la especie. Estos autores encontraron que
la diversidad dentro de la poblacion no estd muy afectada por el rango de
distribucidén de la especie en cuestion y los valores de diversidad entre

poblaciones basados en RAPD, incrementan cuando incrementa el rango de
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~distribucién-a diferencia-de-lo que se-espera en-de-isoenzimas (Hamrick & Godt
1990). Nybom & Bartish (2000) concluyen que la diversidad dentro de la
poblacién derivada de marcadores RAPD no es probablemente un buen

predictor de la diversidad genética total de la especie.

La probabilidad de una dispersion de esporas reducida sugiere una
estructura genética a escala fina, como ocurre en otras algas rojas de similar
60mportamiento como en el caso de Delisea pulcra (Wright et al. 2000). Sin
embargo, los estudios demograficos realizados en las poblaciones naturales de
G. canariense (Lindgren et él. 1998) revelaron una alta tasa de supervivencia
de las plantas y una estructura poblacional estable. Ademas, los estudios
isoenzimaticos previos realizados por Sosa et al. (1998) no encontraron
diferencias significativas entre las frecuencias alélicas de las subpoblaciones
esporofiticas y gametofiticas dentro de las poblaciones en equilibrio Hardy-
Weinberg. Por lo tanto, no cabria esperar un alto grado subestructuracion
genética espacial en las poblaciones analizadas mediante RAPDs.

El andlisis de autocorrelacion confirmé la existencia de
microdiferenciacion genética moderada en tres poblaciones: Agaete (AP3),
Puerto de la Cruz (PCP3) y Faro (FP1) (Figura 33, 34, 35), pero no se detecto
en ofras tres poblaciones (BBS1, BBS2 y GAS2P1). En aquellas poblaciones
con autocorrelacién espacial los limites de las primeras clases de distancia
estaban entre 1 ~ y 4,5 m dependiendo de la poblacién. Estos resultados
sugieren que en las poblaciones de Agaete (AP3), Puerto de la Cruz (PCP3) y
Faro (FP1), los individuos genéticamente relacionados se encuentran también
préoximos geograficamente formando estructuras familiares. Asi, los individuos
situados dentro de este radio de distancia son genéticamente mas similares
entre si, que aquellos que se sitian fuera de esa distancia. Los valores de
autocorrelacién negativos encontrados en las clases de distancia mayores
indican la incorporacién de individuos genéticamente méas distantes y por lo

tanto, la entrada en otra subunidad genética de la poblacion.

La estructura genética a pequefia escala puede ser el resultado de una

dispersién restringida de gametos o zigotos, o consecuencia de un proceso de

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran Ci

© Unive



Discusion 225

autofecundacion (Grosberg 1991; Doherty ef al. 1994; Hellberg 1994;
Ruckelshaus 1998). Sin embargo, también puede ocurrir estructuracion debido
a una dispersion restringida de propagulos asexuales (Burnett et al. 1995;
McFadden 1997) o a la existencia de una seleccion natural localizada (Hilbish
1996). '

Como ya se ha descrito anteriormente, las algas por lo general,
presentan una corta dispersién en el espacio y en el tiempo, por lo que cabe
esperar una subestructuracion espacial elevada. Sin embargo las especies de
Gelidium viven en habitats asociados a fuerte hidrodinamia, siendo ésta una
ventaja adaptativa en relacién a otras especies, por lo que creemos que se
produce buena dispersion local de esporas, gametos y fragmentos vegetativos
en las poblaciones de Gelidium canariense. Como ya se ha discutido
anteriormente, los elevados niveles de diversidad genética detectados en G.
canariense son consecuencia probablemente del origen reproductivo sexual
mayoritario, por lo que es poco probable que la estructuracion detectada sea
debida a una dispersién restringida de propagulos asexuales 0 a un proceso de
autofecundacion. La inexistencia de estructuracion genética en la mitad de las
poblaciones analizadas indica precisamente que a pequefias escalas el
encuentro de gametos y el establecimiento de las esporas puede estar
afectado por una combinacion compleja de fenémenos locales tales como la
fuerte hidrodinamia local, las corrientes derivadas de las mareas y la
heterogeneidad del habitat. Por ej. Ruckelshaus (1988) sugiere que las
corrientes de marea pueden ser las principales responsables de las
discrepancias entre las distancias genética y las distancias geograficas

analizadas en muchos organismos marinos sésiles.

Por tanto, la estructuracién genética intrapoblacional moderada de los
gametofitos en G. canariense, puede estar relacionado con la existencia de
diferencias ambientales a pequefia escala (microhabitat) y la actuacién de la

seleccion natural.

En plantas terrestres, la seleccion natural puede causar diferencias
genéticas a pequefia escala (Linhart & Grant 1996). En organismos marinos se
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piensa-que-el-flujo—genéticopodria-reducir o_neutralizar los efectos de Ia
- seleccion a pequefia escala (Grosberg 1991) y la diferenciacion genética
relativa a la seleccion se ha identificado a escalas espaciales mas grandes
(Hilbish 1996), pero si la selecciéon natural es suficientemente fuerte, puede no
ser reducida por el flujo genético (Linhart & Grant 1996). En el caso de
Gelidium canariense, puede existir una seleccion natural mas notable, de lo
que refleja el andlisis de autocorrelacién espacial, pero estar atemperada por el
alto flujo genético local.

Por tanto, no podemos descartar la posibilidad de que la seleccién
natural estée actuando a pequefia escala en Gelidium canariense y origine la
estructuracion genética observada. La actuacién de la seleccién natural se ha
argumentado en diversas ocasiones para explicar la observacion de
estructuracion genética observada tanto en plantas terrestres (Linhart & Grant
1996) como en organismos marinos (Grosberg 1991; Hilbish 1996) e incluso en
poblaciones de algas (Innes 1987;1988). Asi, en Enteromorpha linza, se ha
visto, que la dispersién potencial no siempre explica los patrones de estructura
genetica de pocos cientos de metros, esta especie presenta una subdivision
genética producida por la adaptacion local a diferentes salinidades. En
poblaciones algales de aguas templadas un agente selectivo fuerte y que varia

a escalas pequenas es la presién de pastoreo de erizos (Wright et al. 2000).

Es posible la existencia de clones adaptados a zonas muy concretas de
salinidad, irradacion, emersion, etc. Esta interpretacion viene avalada por los
datos de Innes (1987;1988), en los que describe la existencia de un mayor
grado de diferenciacién genética entre individuos muy préximos entre si, pero
en ambientes muy heterogéneos, que entre poblaciones separadas varios
kildbmetros en Enteromorpha linza. Innes (1987, 1988) se basa en el efecto de
una presion selectiva diferencial en los microhabitats de una misma poblacion,
lo que conlleva la promocién de variabilidad genética dentro de la globalidad de

la poblacién.

Estudios realizados en Fucus distichus (Sideman & Mathieson 1983)

también evidenciaron diferenciacion ecotipica relacionada con la altura de
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marea. Zuccarello et al. (1999) correlacioné la distribucién espacial de los
haplotipos del plastidio con la posicién de la marea en el alga roja Caloglossa
leprieurii. EI nimero de haplotipos decrecia de la posicién alta de la marea
hacia la baja. Estos autores sugieren igualmente la adaptacion diferencial de
los haplotipos a las heterogéneas condiciones intermareales. Wright et al.
(2000) encontraron en Delisea pulcra que los patrones de variabilidad genética
a pequefia escala son debidos al movimiento del agua y a la actuacién de la

seleccidn natural a microescala.

Esta interpretacion viene asimismo, avalada por la consideracion de la
zona intermareal como una zona que soporta unos niveles de diferenciacion
genética mayores que las zonas submareales debido a su ambiente
heterogéneo (Levinton 1973; Black & Jonson 1979; Jonson & Black 1984; Innes
1988).

Finalmente, la exiétencia de estructuras genética intrapoblacionales es
un fenébmeno muy comin en las poblaciones vegetales terrestres (Linhart et al,
1981; Sokal & Watenberg 1983; Soltis & Soltis 1988; Berg & Hamrick 1995:
Takahashi et al. 2000) y también se ha descrito en especies de algas (Williams
& Di Fiori 1996; Wright et al. 2000; Zuccarello et al. 2001).

5.2. ANALISIS DE DEMOGRAFICO.

El porcentaje de relocalizacion de individuos marcados al cabo de un
afo mediante etiquetas fue nulo, lo cual nos indica las fuertes y extremas
condiciones ambientales a las cudles se encuentra sometida esta especie en
las costas del Archipiélago Canario. El porcentaje de pérdidas de las etiquetas
fue del cien por cien, no obstante los individuos que habiamos marcado
mediante este sistema permanecia en la poblacién desapareciendo sélo la
etiqueta colocada. En otras especies de Gelidiales, se ha visto que los frondes
pequerios son imposibles de etiquetar sin dafiarlos o cortarlos, por lo que su
tamafio no puede ser seguido a través del tiempo y esto se hace mas patente
en lugares de intermareales sujetas a fuerte hidrodinamia (Scrosati & Serviére-
Zaragoza 2000).
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Esta fuerte hidrodinamia se encuentra asociada en general a las
especies de Gelidium, siendo uno de los rasgos mas representativos del habitat
de este género y que ha dificultado incluso el cultivo de la especie en tanques
de cultivo (Melo et al. 1991). De hecho, este aspecto es mucho mas importante
en la dinamica de la poblacion que el ramoneo por herbivoros o el crecimiento
de algas calcareas y otros organismos sobre los frondes como ocurre en
Gelidium sesquipedale (Gorostiaga 1990, Santos 1995). Por ello y a la hora de
relocalizar las unidades muestrales se optdé por el método de seguimiento
desarrollado con los puntos fijos, apoyado con fotografias y mapas de los
cuadrados e individuos resultando 6ptimo en la relocalizacion de las unidades

muestrales.

La fuerte correlacion positiva entre el peso seco y el volumen (LC? de
las plantas de Gelidium canariense (Figura 41), nos permiti6 hacer una
estimacion indirecta del peso seco esperado a partir de parametros

morfologicos obtenidos en el muestreo no destructivo.

No se encontraron diferencias significativas para cualquiera de los
parametros demograficos entre los dos afnos de estudio, lo que indica que G.

canariense tiene una estructura poblacional estable.

De las dos poblaciones analizados y comparadas en el muestreo no
destructivo, solamente detectamos diferencias significativas entre poblaciones
para los parametros de biomasa individual y reclutamiento. Respecto al primer
parametro, se obtuvieron valores mayores para la poblacion 1 y esta tendencia
se mantiene constante al afio siguiente y, estad apoyada por la alta tasa de
supervivencia de los individuos. Por lo tanto, G. canariense, es una especie
que presenta un crecimiento extremadamente lento, y los individuos

permanecen estables afio tras ano.

Respecto al reclutamiento de nuevos individuos, se obtuvieron
diferencias significativas en el numero de reclutas, pero éste fue

extremadamente bajo (1 y 3 nuevos individuos en témino medio para cada
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poblacion), lo cudl nos indica, que G. canariense presenta una dinamica

poblacional interanual estable.

La existencia de variabilidad espacial a cualquiera de las escalas
consideradas en tan solo dos parametros demograficos puede indicar una
cierta homogeneidad de las grandes variables ecolégicas a gran escala, frente
a una suave microdiferenciacion ecolégica a pequefia escala, como cabe
esperar en ambientes intermareales. A gran escala, la temperatura y la luz
determinan los limites de distribucién de las especies, a través de la mortalidad
y la inhibicién del crecimiento o reproduccién (Breeman 1988, Lining 1990). A

- escala local, la luz, la hidrodinamia, la topografia del sustrato, la sedimentacion
y la competencia, son los factores determinantes en la zonacién o distribucion
de especies observada a lo largo de un gradiente espacial y a su vez, estan
relacionados con el crecimiento de individuos adultos y la supervivencia de las
plantulas procedentes de la germinacién de esporas (Lobban ef al. 1985; Schiel
& Foster 1985, 1986; Kain & Norton 1990; Santos 1993b). En especies
intermarelaes la tolerancia a la desecacion ha sido sefialada como Ia principal
causa de zonacién de las especies por diversos autores (Schonbek & Norton
1980; Oates & Murray 1983). Rico & Fredikéen (1996) demostraron que el
patron de distribucién de tres especies intermareales del género Gelidium es
funcibn de los rangos de tolerancia a la temperatura, exposicion al aire,

salinidad y cantidad de luz.

Gelidium canariense se asienta sobre sustrato basaltico volcanico, el
cual presenta una topografia abrupta formada por pequefios entrantes y
salientes, monticulos y oquedades por lo que puede existir una ligera
microdiferenciacion espacial la cual afiade una mayor heterogeneidad espacial
a la ya de por si heterogénea zona intermareal. Este estudio se llevé a cabo en
una zona aproximadamente de 4 metros cuadrados donde pueden existir
diferentes microambientes, por lo que es légico asumir la existencia de
microdiferenciaciéon de clones adaptados a zonas muy concretas de salinidad,
temperatura, irradiacion, energia de olas, herbivoros, etc. Esta hipotesis esta
avalada por los resultados obtenidos para el patrén fenoldgico de las distintas

generaciones de la especie. Sin embargo, el analisis genético fue realizado con
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individuos procedentes de la misma zona y los resultados no revelaron una
subestructuracion poblacional. Respeto al patrén fenoldgico de la especie en
general, existe dominancia de esporofitos pero a pequefia escala, cualquier de
los dos estadios puede dominar. Santelices (1988) sefiala que los principales
factores que varian a pequefia escala pueden ser los responsables del patron a
microescala de la fertilidad de los individuos, como por €j: la variacion de la luz

y de la temperatura.

Por otro lado, es posible que las diferencias de biomasa individual y
reclutamiento sean debidas a la fuerte hidrodinamia o a las diferencias de
presion de herbivoros entre ambas poblaciones separadas 500 m. La poblacion
1 presenta individuos mas grandes y un menor numero de reclutas respecto a

la poblacion 2.

La fuerte hidrodinamia es un rasgo caracteristico de las poblaciones de
Gelidium, por lo que puede estar intimamente ligado al crecimiento positivo de
los individuos. El oleaje estimula el desarrollo de la fijacion de las algas al
sustrato, de tal forma que Unicamente en temporales severos se puede
producir el desprendimiento de las plantas fijadas mas débiles (Lobban et al.
1985). La presencia de un sistema basal de fijacion al sustrato bien
desarrollado y de un sistema de frondes erectos de consistencia fibrosa son
importantes adaptaciones morfoldégicas que permiten a las especies de
Gelidium resistir la accion del oleaje intensa. La presencia de hifas internas en
los frondes de Gelidium, parece favorecer la adaptacion de estas plantas a
condiciones de fuerte oleaje (Feldmann & Hamel 1936). Anderson (1982) en un
estudio de hidrodinamia en Gelidium nudiformis muestra que la morfologia de
esta especie favorece las microturbulencias que facilitan la incorporacion de

nutrientes y el intercambio de gases.

La accion de los herbivoros ha sido sefialado como fuente importante de
mortalidad para las esporas de macréfitos de crecimiento lento por diversos
autores (Katada 1955; Schonbeck & Norton 1978, 1980; Ojeda & Santelices
1984; Dayton 1985; Gorostiaga 1990). Los principales potenciales herbivoros

de las especies de Gelidium son los gasteropodos (abaldn), equinodernos
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(erizo) y peces herbivoros (Santelices 1988). Para un mejor entendimiento del
reclutamiento de G. canariense se requieren estudios utilizando escalas

temporales mas largas y mas cortas.

Santelices (1988) sefiala a los peces e invertebrados, principalmente‘

moluscos y equinodermos como los principales herbivoros de especies de
Gelidium. Santelices & Ugarte (1987) y Paya & Santelices (1989) indican
ademas que la susceptibilidad al pastoreo de los diferentes estadios de las
especies de Gelidium es poca, aunque éstas constituyen el recurso energético
de varios herbivoros. Las poblaciones mas extensas de Gelidium crecen en
habitats templados, donde existen peces herbivoros y estos pueden ser
herbivoros importantes pero no existen datos en la bibliografia que avalen esta
hipétesis. Los erizos, peces y cangrejos son los herbivoros potenciales en el
habitat de G. canariense. Numerosos crustaceos se encuentran en su habitat,
pero se desconoce si estos organismos o utilizan como habitat para proteccién
y reproduccion o como alimento. Burgados y lapas habitan la zona superior, por
encima donde G. canariense crece, pero probablemente no pasten sobre ella.
En el campo hemos encontrado parches de individuos con los frondes cortados
a la mitad, pero no sabemos si esto es debido al herbivoria o a la alteracién
fisica producida por la fuerte hidrodinamia. La regeneracién apical ha sido
documentada para otras especies de Gelidium (ej. G. sesquipedale,
Gorostiaga 1990). Sin embargo, y dado que Gelidium canariense crece en la
zona intermareal, es probable que los herbivoros de esta especie varien segin
el estado de la marea.

Gorostiaga (1990) encontr6 en la base de individuos de mayor porte y
densos de Gelidium sesquipedale, un estrato basal formado por algas
esciafilas, debido a la escasez de energia luminica. Este autor también sugiri6
la competencia intraespecifica como un factor influyente sobre la baja viabilidad
de las nuevas plantulas en G. sesquipedale, cuando las poblaciones alcanzan
la densidad maxima o capacidad de carga de la poblacion (Levinton 1982).
Otra posible explicacion sugerida por el mismo autor es la alta ocupacién de
algas coralinaceas incrustante, que compiten por sustrato y el espacio

(Santelices 1988). Aunque experimentos llevados a cabo por Akatsuka (1986a)

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Discusion 232

en los que se destruia la capa basal de coralinaceas incrustantes en campos
de Gelidium amansii, no confirman esta hipotesis. En otros macréfitos ha sido
comprobada la relacion entre la baja tasa de reclutamiento y la existencia de un
denso recubrimiento (Foster & Shiel 1985; Dayton et al. 1984, Benson 1986).

Los resultados obtenidos establecen claramente que las poblaciones de
G. canariense del norte de Gran Canaria son considerablemente estables y
homogéneas, en las que no se aprecian diferencias significativas en cuanto a
los indices demograficos basicos: biomasa cosechable, densidad vy
supervivencia. El bajo reclutamiento junto con la alta supervivencia de los
individuos registrado en las poblaciones son caracteristicas de poblaciones de
macrofitos perennes, estables y bien adaptados a las condiciones ambientales
(Dayton et al. 1984; Dayton 1985). Comportamientos muy similares se han
encontrado en Gelidium sesquipedale aunque los estudios se han realizado en

dinamica de frondes (Gorostiaga 1990).

La modelizacién demografica en G. canariense a partir de tres afios de
muestreo indican que los individuos de mayor biomasa sobreviven varias
décadas, siendo el tiempo medio de generacion alrededor de 40 afios (Aberg et
al. en revision). La tasa de crecimiento media es ligeramente superiora 1y la
distribucién de las clases de talla encontrada en el campo estuvo cerca de la
distribucién estable, lo que indica que las poblaciones estan proximas a su
capacidad. Este comportamiento es similar al encontrado para el alga roja
Gracilaria gracilis (Engel et al. 2001) y también al de otras plantas perennes (e.
g. Bierzychudek 1982; Aberg 1992a,b; Alvarez-Buylla et al. 1996; Valverde &
Silvertown 1998). Otros estudios de demografia de especies de Gelidium estan
basados en la dinamica de médulos o frondes (Santos 1993; Santos & Nyman

1998) y es dificil hacer comparaciones.

Considerando el porcentaje de individuos fértiles en 1996 (69 % y 39 %),
el reclutamiento de nuevos individuos fue considerablemente bajo, siendo 1y 3
el namero medio de individuos nuevos en la Poblacién 1 y 2 respectivamente.
Sin embargo no tenemos datos de variacion intra e inter-anual y pueden haber

aparecido o desaparecido nuevos individuos durante el afio y también el
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reclutamiento puede ser mayor en otros afios. Los principales mecanismos de
reclutamiento en las especies de Gelidium son a partir de: 1) regeneracién
vegetativa a partir del anclaje de fragmentos desprendidos; 2) gerrhinacién de
esporas. En el caso de Gelidium canariense, puede ser debido al efecto
combinado de ambos mecanismos ya que se carece de datos para determinar
la importancia relativa. Gorostiaga (1990) observo en el estudio a nivel de
frondes en Gelidium sesquipedale, un mayor importancia de la germinacién de
esporas frente a la fragmentacion vegetativa, esta Ultima se producia solo de
manera esporadica. Sin embargo, el bajo nimero de reclutas es un reflejo de la
inexistencia de reclutamiento a partir de germinacién de esporas y los

_principales factores que afectan al reclutamiento y a la supervivencia de los
estados juveniles pueden ser los mismos que los que afectan al crecimiento de
la especie como ya se discutié anteriormente. Especies de Gelidium, asi como
en otras algas rojas perennes, producen un gran nimero de esporas que
parece ser excesivo respecto a la cantidad necesaria para mantener la
poblacion (Bhattacharya 1985). Sin embargo, las esporas pueden tener una
mortalidad muy alta. Santos & Duarte (1996) realizaron estimaciones de la
probabilidad de transicion de tetraesporas a reclutas en Gelidium sesquipedale
y obtuvieron resultados muy bajos, 4,7 x 105, La baja viabilidad de plantulas
procedentes de la germinacion de esporas y fragmentos ha sido sefialada para
otras especies de Gelidium, ademas de una lenta maduraciéon de las escasas
plantulas supervivientes (Gelidium sesquipedale: Gorostiaga 1990; G.
pristoides: Carter & Anderson 1985; G. robustum y G. purpurascens: Northcraft
1948).

En el caso de Gelidium canariense, puede estar ocurriendo
multiplicacion vegetativa de fragmentos procedentes de clones diferentes bien
adaptados a microhabitats, lo que contribuye a mantener los altos niveles de
variabilidad genética encontrados con marcadores RAPD.

Las investigaciones del ciclo de vida indican que una gran parte de la
poblacion estad formada por plantas vegetativas, como se ha encontrado en
muchas otras especies de algas rojas (May 1986; Santelices 1990; De Wreede
& Green 1990). No obstante hay que presuponer que un numero por
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- determinar.—delas plantas ~vegetativas——son -gametofitos - masculinos sin

determinar.

En 1996 la proporcion de individuos fértiles varié entre 0.69 y 0.39 para
las Poblaciones 1 y 2 respectivamente. En 1997 la proporcion de individuos
fertiles fue de 0.10, esta baja proporcion en 1997 fue debido probablemente a
unas condiciones de muestreo muy dificiles: oleaje muy fuerte y las mareas
mas bajas coincidiendo con la Ultima hora de la tarde, lo que significo menor
cantidad de luz natural para identificar las estructuras reproductoras en el

campo.

En el afio 1996, a escalas espaciales de 500 m encontramos dominancia
de los esporofitos no significativa pero a escalas mas pequefias (20-50 m)
cualquiera de los dos estadios puede dominar. Hay que suponer que la
proporcion de gametofitos es mayor, dado que los gametofitos masculinos no
estan incluidos. Los principales factores que varian a pequeha escala pueden
ser los responsables del patrén a microescala de la fertilidad de los individuos,
como por ej: la variacion de luz y de temperatura (Santelices 1988). Molenaar
et al. (1997) encontré que el ciclo haplo-dipioide isomorfico del alga roja
Cystoclonium purpureum estaba regulado por la temperatura y la luz. El efecto
de la luz y la temperatura también han sido indicados como los factores que
producen crecimiento diferencial y consecuentemente el desequilibrio de las

diferentes fases del alga roja Chondracanthus chamissoi (Bulboa 2001)

En Gelidium canariense se carecen de datos experimentales que avalen
esta hipétesis y son necesarios estudios adicionales donde se analice a mayor
y menor escala espacial y temporal, aun considerando las condiciones
oceanograficas en el area de Canarias bastante uniformes a lo largo del afio.
Estos resultados ponen en evidencia la importancia de incluir las escalas
pequefias temporales y espaciales en los estudios de los ciclos de vida de G.
canariense, donde normalmente existe mayor variacion en medio ambientes
marinos (Lindegardh et al. 1995; Aberg & Pavia 1997).
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Al igual que otras especies del género Gelidium que presentan fases
isomorficas, Gelidium canariense presenta dominancia de la fase esporofitica
sobre la fase gametofitica femenina a gran escala (Santelices 1988, Sosa &
Garcia-Reina 1993) pero también existen especies con ratios de ploidia
balanceados (Norall ef al. 1981; De Wreede & Klinger 1988; Destombe ef al.
1989; Kain (Jones) & Destombe 1995; Lindgren & Aberg 1996; Scrosati 1998b;
Engel ef al. 2001). Mucho se ha discutido respecto a la existencia de
dominancia de una fase respecto a la otra y existen diversas hipétesis para

explicar la preponderancia de fases en macroalgas marinas.

Factores abiéticos como por ejemplo: temperatura, luz, altura de costa y
factores bidticos tales como la diferencias de susceptibilidad a herbivoros,
ventajas de diploides sobre haploides, mayor regeneracion vegetativa de talos
esprofiticos, procesos de apomeiosis, diferencias en el tiempo de maduracion
de las diferentes generaciones, mayor viabilidad de carpoesporas respecto a
las tetraesporas, etc. se han sugerido como posibles factores que afectan al
ratio de ploidia (Sosa 1991; Zucarrello et al. 2001, Aberg et al. en revision).

Aunque muchos autores han atribuido el desequilibrio entre las dos
fases a diferencias fisiolégicas ocasionadas por diferencias de luz, temperatura,
nutrientes, etc. (Allender 1977; Hannach & Santelices 1985; Luxoro &
Santelices 1989; Destombe et al. 1993; Zucarrello et al. 2001) en el caso de
Gelidium canariense no se han encontrado diferencias significativas medidas
en nueve parametros fisiolégicos entre las generaciones haploides y diploides
(Sosa et al. 1993). Resultados similares han sido obtenidos por Littler et al.
(1987) en Polycavernosa debilis y Britting & Chapman (1993) en Endocladia
muricata. El modelo de estadios (modelo GT) realizado en la modelizacion
demografica de Gelidium canariense (Aberg et al. en revision), evidencia mayor
sensibilidad a la alteracion de la supervivencia de los individuos mayores
fértiles que de los individuos pequefios. Ademas, se obtuvieron diferencias en
las tasas vitales de las diferentes fases, lo que podria justificar el desequilibrio
en el ratio de ploidia. La fase esporofitica tiene una supervivencia mayor que la
gametofitica. El modelo GT simula una pequefia dominancia de esporofitos
(56%) casi coincidente con la distribucién obtenida en el campo y una mayor
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tasa de supervivencia de estos. Por otro lado no se encontraron gametofitos en
las clases de talla mas grandes, lo que indica que los esporofitos pueden
alcanzar una talla maxima mayor. Destombe et al (1989) y Lindgren & Aberg
(1996) sugieren como factor determinante en el ratio de ploidia la supervivencia
de los estadios juveniles debido principalmente a las dindmicas de
supervivencia y no a las de fertilidad. En este estudio al igual que Engel et al.
(2001) en Gracilaria gracilis se demostré que el balance de ploidia es debido
principalmente a la dinamica de supervivencia y no la de fertilidad. Una razén
para que suceda esto es que ambas especies son perennes y considerando el
intervalo de un afo, la supei’vivencia es mas importante que la reproduccién. El
modelo GT se desarrollé asumiendo igual proporcién de sexos y aunque este
es un punto de partida razonable, el modelo de dos sexos es mas apropiado. El
modelo de los dos sexos en G. gracilis evidencid, que la alteracion de la
supervivencia de esporofitos es casi equilibrada si ambos sexos son alterados
simultaneamente y ocurre lo mismo cuando el ratio de sexo es variado. Sin
embargo, si sélo un sexo es alterado el cambio absoluto y la direccion depende
del ratio de sexo.

Sosa (1991) encontré6 un gran numero de heterocigbticos en las
subpoblaciones de esporofitos de Gelidium arbuscula y sefald que los
esporofitos pueden poseer las ventajas del heterocigdtico, mostrando una
mayor adaptacién a cambios ambientales y aptitud colonizadora que los
gametofitos. Esta hipotesis ha sido formulada anteriormente en las poblaciones
de macroalgas marinas, en base a los superiores limites de distribucion
geograficos de los esporofitos de Gelidium en comparacion a las plantas
gametofitas (Dixon 1965; De Wreede & Klinger 1988; Clayton 1988; Rueness &
Frediksen 1998). Se ha correlacionado la heterocigosis proteica con un mayor
eficacia biologica, velocidad de desarrollo, y viabilidad en reptiles, coniferas e
invertebrados marinos (Mitton & Grant 1984; Zouros & Foltz 1987). Los
resultados indican que la preponderancia de la fase esporofitica en G.
canariense puede ser debida también a una mayor preponderancia
colonizadora de los esporofitos. Salinas (1991) y Juanes & Puente (1993)
sefialan para Gelidium sesquipedale una mayor capacidad de regeneracion de

los talos esporofiticos en relacion a los talos gametofiticos. En G. canariense
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no es posible relacionar la mayor capacidad colonizadora de la fase
esporofitica en base al mayor nivel de polimorfismo de marcadores RAPDs en
esta fase (Tabla 15).

Wooward (1989) sostiene en un estudio detallado sobre las poblaciones‘

del alga roja Endocladia muricata que la predominancia de los individuos
esporofiticos es debida a un mayor crecimiento y supervivencia de éstos y no al
mayor reclutamiento de los esporofitos. Este autor no encontré diferencias en
cuanto a los aspectos relativos a produccion de esporas (tamafio de esporas,
salida esporas, fenologia reproductiva), susceptibilidad de herbivoros y tasas
de dispersion. Sin embargo, encontré diferencias significativas en cuanto a la
segunda tasa de adhesién al sustrato (adhesion de los apices de las ramas a la
superficie de la roca), siendo la tasa dos veces mayor para los esporofitos que
para los gametofitos. En consecuencia, este autor considera que la mayor tasa
de adhesion en los esporofitos es debido al menor coste reproductivo en el
esporofito y la mayor tasa de adhesion al sustrato origina una mayor
supervivencia de esta fase.

Los valores de densidad y biomasa obtenidos en G. canariense no se
pueden comparar con los estudios de otras especies Gelidium, dado que los
individuos se han definido como clones distintos o conjunto de médulos y la
mayoria de los estudios considera cada fronde un individuo. Dyck & De Wreede
(1995) obtuvieron valores de densidad de clones para el alga roja Mazzaella
splendens valores inferiores, (76 clones/m?) a los obtenidos con Gelidium

canariense.

Los valores de biomasa (stock) para mantos de especies comerciales
varian entre algunos cientos de gramos hasta 1.5 kgm? (Santelices 1988),
considerando estos valores G. canariense parece tener una biomasa
cosechable alta (1000 gm™), aunque estos valores son s6lo validos para la
zona intermareal donde se realizé el muestreo. Por tanto, son necesarios
estudios de distribucién y abundancia que abarquen todo el manto, es decir la
poblacién intermareal y la poblacion submareal, para obtener una aproximacién

mas precisa de este parametro.
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Para un mejor conocimiento de la dindmica poblacional, por ejemplo del
reclutamiento, son necesarios estudios a escala temporal menor y mayor, dado
que este estudio sblo nos permite conocer la dinamica interanual, pero puede
que aparezcan y desaparezcan individuos en la poblacién durante el afio y

ademas el reclutamiento puede ser mayor en otros afnos.
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El método de extraccion de ADN fue eficiente, rapido y econémico, por
lo que se puede considerar un método 6ptimo para el andlisis molecular

en Gelidium canariense.

La metodologia bulks parece ser apropiada para obtener una
aproximacion rapida de la variabilidad genética interpoblacional en
Gelidium canariense. Esta metodologia nos ofrece ventajas con relacion
a la simplificacion y eficacia de la técnica, dado que reduce quince veces
el trabajo experimental y evita los problemas derivados de la
comparacion de individuos de diferente ploidia. Sin embargo, presenta el
inconveniente afadido al de pérdida de informacién, el que sé6lo permite

realizar analisis interpoblacionales.

Gelidium canariense dispone de unos considerables niveles de
diversidad genética, medidos mediante RAPD, mayoritariamente
distribuidos dentro de las poblaciones, lo cual puede ser un reflejo del
origen reproductivo sexual de los gametofitos femeninos, combinado
posiblemente con el caracter perenne de sus poblaciones, una
variabilidad histérica elevada y la existencia de microdiferenciaciéon

genética espacial.

El grado de diferenciaciéon genético existente entre las poblaciones de
Gelidium canariense es considerable y existe aislamiento por distancia.
El patron del flujo genético interinsular entre las poblaciones naturales
de Gelidium canariense parece ser en parte, consecuencia de la

dinamica de corrientes en el area de Canarias.

La estructuracion genética intrapoblacional no es un fenémeno
generalizado en las poblaciones naturales de Gelidium canariense, lo
cual se puede explicar por la fuerte hidrodinamia local en las

poblaciones.
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6. No se observaron diferencias significativas en los patrones de variacion
molecular mediante RAPD obtenidos en las fases gametofiticas
(haploide) y esporofiticas (diploide) de Gelidium canariense, lo que es
indicativo de la extensa similitud genética entre ambas fases.

7. Existe una fuerte y significativa correlacién entre el volumen y el peso
seco individual en Gelidium canariense lo cual permite inferir el peso
seco esperado de los individuos directamente de las poblaciones

naturales, sin necesidad de muestreos destructivos.

8. No se encontraron diferencias significativas de las variables
demograficas (biomasa cosechable, densidad, supervivencia) en las
escalas analizadas a la vez que se detectd una escasa tasa de
reciutamiento y una alto porcentaje de supervivientes en las poblaciones
naturales de Gelidium canariense, todo lo cual es consecuencia

probablemente de una estructura demogréfica estable de la especie.

9. Se detectaron diferencias espaciales significativas a escala de 500 m en
la estructura de tallas, las cuales pueden ser explicadas por diferencias
de hidrodinamia o de presién de herbivoros entre las dos poblaciones.
Estos dos factores pueden considerarse como los que mas afectan al
reclutamiento y a la supervivencia, por lo que se requieren muestreos a

escalas temporales mas cortas y mas largas.

10. A escalas pequefias (de 20-50 m) cualquiera de los dos estadios del
ciclo de vida de la especie (gametofitos o esporofitos) puede dominar,
estando este patrén posiblemente determinado por la variacion a
pequeia escala de factores ambientales (luz y temperatura), poniendo
de manifiesto la importancia de incluir las escalas pequefas en el disefio
experimental. La modelizaciéon de las distintas fases del ciclo de vida
evidencian que el equilibrio en el ratio de ploidia es debido a la dinamica

de supervivencia mas que a la dinamica de fertilidad.
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11. Los valores de biomasa detectados fueron alrededor de 1000 gm?y
estan en consonancia con los descritos para mantos comerciales de
otras agarofitas.
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Tabla 1- Frecuencia de bandas por poblacién de los 13 cebadores analizados. BBS1: Bocabarranco, Poblacién 1 Parcelat;
BBS2: Bocabarranco, Poblacién 2, Parcelal; AP3: Agaete, Parcela3; PCP3: Puerto de la Cruz, Parcela 3; GAS2P1: Garachico, Poblacion 2,
Parcela 1; PPB1: Punta Brava, Parcela 1; FP1: Faro, Pércela‘1; TLVP1: Talavera, Parcela 1; HP1: Hermigua, Parcela 1. se muestra el NGmero de
individuos analizados entre paréntesis. -
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GRAN CANARIA TENERIFE LA PALMA LA GOMERA
Cebador  Fragmento Tamaiio (pb) BBS1 BBS2 AP3 PCP3 GAS2P1 PPB1 FP1 TLVP1 HP1
31) (32) (29) (27 (29) (31) (30) {31) (12)
1 1100 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,484 0,000 0,645 0,000
OPM 5 2 700 0,000 0,031 0,034 0,000 0,000 0,290 0,000 0,258 0,000
3 500 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,581 0,000 0,065 0,000
4 400 1,000 1,000 1,000 0,963 0,966 0,419 0,967 0,968 0,833
1 2000 0,000 0,063 0,069 0,037 0,000 0,000 0,533 0,000 0,000
2 1000 0,032 0,094 0,034 0,000 0,034 0,000 0,133 0,000 0,333
OPM 7 3 600 0,226 0,094 . 0379 0,519 0,276 0,581 0,233 0,000 0,250
4 550 0,452 0,656 0,172 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5 525 0,871 0,813 0,931 1,000 1,000 0,935 1,000 0,710 1,000
1 950 0,387 0,065 0,034 0,074 0,036 0,000 0,033 0,000 0,000
2 850 0,161 0,258 0,034 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
OPM 18 3 600 0,581 0,161 0,310 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
4 550 0,355 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
5 450 0,419 0,839 0,966 1,000 1,000 1,000 1,000 0,968 1,000
1 1800 0,581 0,344 0,793 0,704 0,586 0,000 0,000 0,000 0,333
2 1200 0,129 0,344 0,172 0,000 0,000 0,000 0,000 0,032 0,000
3 1000 0,129 0,438 0,069 0,037 0,000 0,032 0,033 0,000 0,000
4 900 0,129 0,094 0,069 0,481 0414 0,032 0,200 0,032 0,500
OPK 4 5 800 0,419 0,500 0,690 0,074 0,172 0,000 0,400 0,000 0,000
6 700 0,000 0,063 0,000 0,074 0,069 0,000 0,533 0,000 0,000
7 450 0,032 0,531 0,172 0,000 0,069 0,000 0,067 0,065 0,000
8 400 0,226 0,375 0,310 0,259 0,207 0,774 0,067 0,032 . 0,167




1 1400 0,290 0,406 0,828 0,000 0,000 0,065 0,000 0,000 0,167
2 1000 0,355 0,156 0,241 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
OPK7 3 800 0,968 0,938 0,897 1,000 0,966 0,839 1,000 0,897 0,833
4 500 0,419 0,094 0,103 0,185 0,586 0,000 0,367 0,000 0,000
5 400 0,129 0,094 0,034 0,000 0,069 0,000 0,333 0,000 0,000
1 2000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,034 0,000 0,967 0,000 0,250
OPK8 2 1100 0,903 0,938 0,897 1,000 0,966 0,903 1,000 0,933 1,000
3 900 0,226 0,031 0,000 0,111 0,138 0,000 0,033 0,000 0,000
4 700 0,000 0,000 0,000 0,222 0,345 0,000 0,000 0,000 0,000
1 1200 0,194 0,742 0,621 0,000 0,000 0,276 0,000 0,233 0,143
OPK10 2 1000 0,032 0,032 0,000 0,000 0,000 0,172 0,567 0,000 0,143
3 550 0,968 1,082 1,000 0,889 1,000 1,000 0,933 1,000 0,429
1 1700 0,161 0,281 0,069 0,000 0,034 0,000 0,167 0,000 0,167
2 1200 0,290 0,125 0,345 0,000 0,276 0,556 0,067 0,038 0,083
3 1100 0,000 0,000 0,000 0,074 0,138 0,000 0,100 0,000 0,583
4 1050 0,935 0,938 0,862 1,000 0,897 1,000 1,000 0,962 0,750
OPK16 5 900 0,085 0,063 0,379 0,000 0,034 0,185 0,067 0,000 0,333
6 800 0,097 0,063 0,345 0,000 0,207 0,000 0,133 0,000 0,000
7 700 0,871 0,719 0,345 0,519 0,379 0,407 0,200 0,077 0,750
8 650 0,581 0,281 0,552 1,000 0,931 1,000 1,000 1,000 0,750
9 600 0,032 0,504 0,276 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 550 0,129 0,406 0,138 0,000 0,000 0,074 0,133 0,038 0,083
11 450 0,000 0,000 0,276 0,667 0,517 0,630 0,467 0,000 0,583
12 400 0,129 0,281 0,345 0,111 0,207 0,704 0,133 0,000 0,000
1 1600 0,097 0,125 0,448 0,889 0,759 0,032 0,900 0,290 0,500
2 1100 0,871 1,000 0,966 1,000 0,966 0,903 1,000 0,839 1,000
3 1000 0,452 0,094 0,172 0,000 0,000 0,548 0,000 0,194 0,000
OPL14 4 850 0,323 0,063 0,138 0,000 0,000 0,484 0,333 0,097 0,683
5 750 0,194 0,094 0,172 0,000 0,034 0,387 0,133 0,129 0,000
6 700 0,419 0,063 0,103 0,259 0,552 0,000 0,267 0,000 0,833
7 500 0,000 0,000 0,138 0,111 0,069 0,161 0,133 0,032 0,083
1 2000 0,667 0,281 0,103 0,519 0,414 0,045 0,067 0,000 0,083
OPL16 2 1850 0,200 0,938 0,897 0,926 0,793 0,045 0,967 10,235 0,667
3 1700 0,000 0,156 0,103 0,222 0,448 0,045 0,800 0,412 0,000

Tabla 1 continuacion.
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4 1000 0.233 0.004 0.103 0.815 0.862 0.545 0.967 0.941 0.833
5 950 0.933 0.938 0.862 0.074 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
oPL16 6 900 0.133 0.000 0.000 0.333 0.655 0.500 0.433 0.000 0.000
7 800 0.200 0.250 0.207 0.259 0.345 0.000 0.133 0.000 0.583
8 700 0.033 0.281 0.724 0.037 0.000 0.818 0.033 0.412 0.583
9 600 0.233 0.250 0.103 0.000 0.379 0.773 0.333 0.882 0.500
10 550 0.500 0.969 0.966 0.926 1.000 1.000 1.000 1.000 ~0.917
1 1300 0.700 0.688 0.966 0.963 0.931 0.452 - 1.000 0.677 1.000
2 1200 0.000 0.125 0.069 0.667 0.207 0.000 0.633 0.000 0.167
3 900 0.167 0.563 0.138 0.593 0.276 0613 0.533 0.032 0.667
OPN4 4 800 0.433 0.375 0.448 0.963 0.690 0.710 0.600 0.903 0.667
5 750 1.000 0.938 1.000 0.926 0.966 0.935 1.000 0.935 0.333
8 650 0.000 0.000 0.000 0.407 0.138 0.065 0.000 0.000 0.000
7 500 0.700 0.406 0.966 0.000 0.000 0.032 0.000 0.000 0.000
1 2000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.793 0.000 0.111
2 1000 0.793 1.034 1.000 1.000 0.964 0.677 1.000 0.400 1.000
OPNS8 3 950 0.517 0.069 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.600 0.000
4 750 0.276 0.517 0.172 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5 550 0.138 0.724 0.207 0.111 0.071 0.226 0.379 0.067 0.222
1 1400 0.194 0.469 0.172 0.296 0.310 0.000 0.367 0.000 0.583
2 780 0.387 0.313 0379 0.222 0.207 1.000 0.833 1.000 0.167
3 700 0.065 0.000 0.103 0.111 0.345 0.172 0.900 0.567 0.083
OPNS 4 650 0.226 0.250 0.034 0.741 0.655 0.000 0.200 0.000 0.583
5 550 0.097 0.156 0.069 0.000 0.276 0.586 0.400 0.900 0.000
6 500 0.032 0.250 0.000 0.000 0.103 0.069 0.033 0.000 0.083
7 400 0.032 0.219 0.069 0.000 0.000 0.207 0.000 0.700 0.417
8 350 0.129 0.219 0.103 0.963 0.862 0.000 0.233 0.000 0.083

Tabla 1 continuacion.
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