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Introducción

Las algas son organismos fotosintéticos presentes en la mayoría de los hábitats, desde ma-

rinos y de agua dulce hasta desiertos, manantiales o fuentes hidrotermales e incluso hielo. 

Presentan una morfología muy variada, cuyo rango varía entre pequeñas formas unicelulares 

a formas multicelulares increíblemente complejas. Su uso e importancia para el ser huma-

no está ampliamente documentado, encontrándose casos de su empleo ya en el año 3.000 

A.C. en China, como fuente de alimento y uso medicinal debido a su potencial antiparasitario 

(Torres et al., 2014). Existen registros históricos de su empleo directo (p.e: como alimento 

humano y animal) e indirecto (p.e: obtención de tintes textiles) de estos organismos por parte 

de culturas tan diversas, y geográficamente alejadas, como los romanos, vikingos, aztecas y 

principalmente asiáticas (coreana, japonesa y china) que nos asevera que la importancia y 

beneficios de estos organismos era ya bien conocida desde la antigüedad (Pérez-González, 

2013; Anand et al., 2016).

Sin embargo, el estudio y conocimiento fisiológico de estos organismos, principalmente a 

nivel molecular, en comparación con el de las plantas superiores ha sido tradicionalmente 

mantenido en un segundo plano. No obstante, esta tendencia está siendo revertida en las 

últimas décadas debido especialmente al auge en el consumo y empleo de compuestos de-

rivados algales. El uso de los mismos en sectores tan diversos: nutraceútica, alimentación, 

cosmética, medicina, industria, textil… ha convertido a las algas en sistemas claves para 

la investigación. Entre las aplicaciones más destacadas se encuentra el uso de extractos 

algales como agentes gelificantes, espesantes y estabilizantes en productos alimentarios e 

industriales. Muchos de estos productos son empleados en nuestra vida diaria, tales como 

cremas corporales o pasta de dientes; alimentos como yogures, queso, caramelos; o en 

diferentes pinturas y tintes para mejorar su consistencia (Pérez-González, 2013). En las últi-

mas décadas, el concepto de ‘cosmoceútico’ resultado de la combinación de las palabras 

‘cosmético y farmacéutico’ y entendido como ‘compuesto que contiene principios activos 

de alta capacidad bioquímica’ ha impulsado aún más el estudio de las algas. La presión 

de la sociedad actual, cada vez más preocupada por la importancia de una vida saludable 

y el cuidado de los hábitos diarios, así como el mayor conocimiento disponible sobre la 

toxicidad de algunos productos presentes en el mercado, ha presionado a las compañías 

y gobiernos a exigir medidas y a buscar alternativas menos invasivas a tratamientos mé-

dicos. En este sentido y en comparación con las plantas terrestres, las algas son ricas en 

compuestos tales como fibra, ácidos grasos ω-3, aminoácidos esenciales y vitaminas A, B, 

C y E, elementos esenciales en la industria cosmética y farmacéutica (Thomas y Kim, 2013; 

Anand et al., 2016). 
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Otra de las aplicaciones más destacadas para estos organismos es su empleo en el proceso 

de obtención de biocombustibles como biogás y bioetanol (Notoya, 2010; Yanagisawa et al., 

2011) así como en la depuración y tratamiento de aguas residuales o en sistemas de acui-

cultura multitróficos, por su capacidad para eliminar el exceso de nutrientes, principalmente 

nitrógeno y fósforo (Abdel-Raouf et al., 2012;  Castine et al., 2013; Milledge et al., 2014;  Turcios 

y Papenbrock, 2014).

Asimismo, las diferentes cualidades de las algas (principalmente microalgas), tales como 

una estructura sencilla, pequeño tamaño y alta tasa de replicación tanto en cultivo interior 

como exterior, les confiere un alto potencial biotecnológico. En este sentido, su alta capaci-

dad para producir y acumular elevadas cantidades de metabolitos y compuestos bioactivos 

con alto valor económico e industrial (p.e: diferentes pigmentos, carbohidratos, vitaminas 

o lípidos), así como para crecer en medios con presencia de metales pesados (p.e: aguas 

residuales) y concentrarlos, las presenta como una alternativa interesante a los métodos 

tradicionales de biorremediación. Todos estos aspectos hacen de las microalgas sistemas 

atractivos para el estudio y manipulación genética y los convierten en candidatos ideales 

para su transformación. 

Por su parte, las macroalgas presentan también un alto potencial a nivel económico a raíz 

de diferentes compuestos que pueden encontrarse en estos vegetales, tales como azúcares, 

metabolitos secundarios o polisacáridos. Los polisacáridos son polímeros compuestos por la 

asociación de diferentes monosacáridos o azúcares simples unidos por enlaces glucosídicos 

los cuales son predominantes en especies de algas pardas y rojas como Acophyllum, Por-

phyra (renombrada como Pyropia) (Sutherland et al., 2011) o Palmaria; aunque también pue-

den encontrarse de manera significativa en algas verdes como Ulva, donde pueden alcanzar 

concentraciones de hasta el 65% de su peso seco (Kraan, 2012). Asimismo, se ha observado 

como la acumulación de polisacáridos presenta variaciones estacionales. Por ejemplo, en 

Saccharina sp. y Laminaria sp. el contenido de manitol presente en los talos del alga mostraba 

notables diferencias con máximos en verano y otoño; mientras que la presencia de ácido 

algínico era mayoritaria en los meses de marzo a junio (Haug y Jensen, 1954; Jensen, 1956). 

Por otro lado, la naturaleza de los polisacáridos es altamente diversa. Así encontramos los 

conocidos como polisacáridos de pared, que conforman el talo del alga y cuya función pri-

mordial es ofrecer soporte al vegetal en el medio acuático. Este grupo está básicamente 

constituido por polisacáridos neutros, celulosa y hemicelulosa y de manera específica pue-

den encontrarse otros, como ocurre en el caso de Ulva sp. donde se da la presencia de lig-

nina. En relación, las algas muestran ciertas especificidades atendiendo a su composición: 
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así las algas pardas contienen principalmente ácido algínico, laminarina (β-1,3-glucano) o 

fucoidán; las algas rojas, agar, carragenos, almidón de florídea o xilanos y, las algas verdes, 

galactanos sulfatados o derivados del ácido sulfúrico entre otros (Murata y Nakazoe, 2001; 

Kumar et al., 2008). 

La amplia variedad de estas sustancias así como sus diferentes propiedades por un lado 

confieren al vegetal cualidades interesantes con amplias y prometedoras perspectivas de 

estudio de cara a una mejora productiva, y por otro lado, sin embargo, dificultan dicho estu-

dio ya que un mismo compuesto puede presentar diferentes grupos funcionales y por tanto, 

su clasificación es complicada. 

Más aún, la enorme cantidad de especies de algas identificadas, aproximadamente unas 70.000 

(Guiry, 2012) así como la heterogeneidad que presentan las mismas, dificulta enormemente la 

estandarización metodológica y la generalización de resultados de unas especies a otras. 

No obstante y con todo esto, parece evidente el potencial de estos organismos y la impor-

tancia de ahondar en el conocimiento fisiológico de los mismos. En este sentido, uno de los 

aspectos más importantes pasa por conocer su ciclo de desarrollo y de manera específica, el 

proceso reproductivo así como los diferentes aspectos asociados al mismo (p.e: sustancias 

inductoras, genes afectados, regulación a nivel transcripcional y/o postranscripcional), lo 

que permitiría un control in vitro del mismo enfocado a fines como la mejora biotecnológica 

o la obtención de compuestos de interés a gran escala.

Elección de la especie de estudio y antecedentes previos

Clasificación, distribución y fisiología

Dentro de la vasta variedad que presentan las algas, aquellas correspondientes a la división 

Rhodophyta conforman un grupo único. Ciertos géneros de algas rojas como Porphyra, Eu-

cheuma, Gracilaria o Gelidium son especialmente valorados económicamente por su empleo 

directo en la industria alimentaria o como fuente para la extracción de diversos compues-

tos derivados; como los ficocoloides (Hurd et al., 2014). Así, la extracción de ficocoloides 

ha tenido una gran repercusión en la industria alimentaria, donde las propiedades de estos 

compuestos, tales como su alta temperatura de fusión o la textura que confieren a salsas o 

postres, han hecho que su uso se extienda a prácticamente la totalidad de procesos indus-

triales de manipulación alimentaria (Kraan, 2012).
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En este sentido, la alta plasticidad de las algas rojas implica una diversidad en estos 

organismos, tanto a nivel morfológico como fisiológico, que ha dificultado el proceso 

de clasificación de los mismos. Tradicionalmente, un sistema de dos clases (Bangio-

ficeae y Florideoficeae) basado principalmente en características morfológicas ha 

sido aceptado (Gabrielson y Garbary, 1985). No obstante, intentos de establecer una 

tipificación más exacta han sido llevado a cabo por diferentes autores. Para ello, un 

primer acercamiento se realizó mediante el empleo de técnicas moleculares (uso de 

los genes nucleares y/o plastídicos (16S SSU (Smal Subunit) o rbcL) (Yoon et al., 2006, 

2010; Miyagishima y Nakanishi, 2010; DePriest et al., 2013) con el objetivo de establecer 

una especie ‘modelo’ tal como ocurre en microalgas con Chlamydomonas reindhartii 

y plantas con Arabidopsis thaliana, la cual sirva como base para la investigación de 

estos organismos.

De manera similar, en macroalgas se han propuesto algunas especies como candi-

datos potenciales a organismo modelo (Chan et al., 2006), sin embargo y a pesar de 

que el avance en las técnicas de secuenciación ha permitido la reciente obtención 

de genomas para algunas macroalgas rojas como Chondrus crispus (Collén et al., 

2013) o Pyropia sp. (Chan et al., 2012; Nakamura et al., 2013) o el alga parda Ectocar-

pus siliculosus (Cock et al., 2010), las diferencias fisiológicas encontradas (nivel de 

organización, tamaño, composición pigmentaria…) y/o genómicas (número de ge-

nes, estructura del genoma…, Tabla 1) parecen dificultar el consenso, por lo que la 

elección de la especie de estudio parece más bien radicar en aspectos concretos 

del estudio en cuestión.
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Tabla 1: Características de los genomas más representatuvos de diferentes tipos de algas.
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En este sentido, García-Jiménez y Robaina, 2015, pusieron de manifiesto la necesidad de una 

mayor investigación, tanto a nivel fisiológico pero principalmente a nivel molecular, centrada 

en la división Rhodophyta. Así destacaron, entre otros aspectos, la complejidad de estos or-

ganismos en cuanto a sus ciclos de vida, la falta de conocimiento en relación a los diferentes 

aspectos asociados al proceso reproductivo así como la falta de consenso en una metodolo-

gía que permita una selección adecuada de las estirpes de interés y su consiguiente cultivo 

y producción bajo condiciones controladas in vitro. 

Al respecto, estos autores propusieron que la mejor manera de abordar el estudio desde un 

punto de vista general es a través de una especie cuyo ciclo de vida sea relativamente cor-

to, fácilmente distinguibles sus etapas de vida y que nos permita un manejo ‘sencillo’ de la 

misma bajo condiciones de laboratorio. Así, el alga roja filamentosa Bonneimasonia hamifera 

(Bonnemaisoniaceae) ha sido considerada como la especie futura de trabajo. La caracteriza-

ción de su ciclo de vida trifásico, el cultivo de su fase esporofítica (Trailliella) en laboratorio y 

la diferenciación de la fase gametofítica a través de la inducción con diferentes condiciones 

de cultivo, como luz y temperatura, así como con sustancias reguladoras del desarrollo, pre-

sentan prometedoras expectativas para el avance del conocimiento molecular en algas rojas 

mediante la manipulación de dicha especie (García-Jiménez y Robaina, 2015).

En oposición a la relativa simplicidad de B. hamifera, la especie modelo empleada hasta la fecha 

por nuestro grupo para el estudio del proceso reproductivo ha sido la macroalga roja, Grateloupia 

imbricata, perteneciente a la clase Florideophyceae, orden Halymeniales, familia Halymeniceae. 

Grateloupia es el género más extenso de esta familia, comprendiendo más de 90 especies (Lee 

et al., 2009; DePriest et al., 2013). Morfológicamente, Grateloupia presenta un talo laminar con 

una longitud variable, desde unos 2 cm en los ejemplares más pequeños hasta 7 cm (Fig. 1). 
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Figura 1: Imágenes de la macroalga roja Grateloupia imbricata. a) vista general de un ejemplar de 

alga; b y d) detalle del talo sin presencia de cistocarpos y con presencia de cistocarpos respectiva-

mente; c) detalle de la parte apical del talo; e y f) ápices decolorados tras la exposición a fotoperiodo 

18 h luz (L): 6 h oscuridad (O).

Las ramificaciones cortas con ápices redondeados e irregulares son frecuentes en G. imbri-

cata, mientras que otras especies de Grateloupia pueden presentar ramificaciones alargadas 

y estrechas, con ápices punteados, bifurcados o con forma de cuerno, antler-like, o incluso 

talos lineares sin ramificaciones (Yang y Kim, 2015). Grateloupia muestra una distribución 

geográfica amplia principalmente en aguas templadas y tropicales (Mateo-Cid et al., 2005; Lin 

et al., 2008), llegando a ser considerada por ciertos autores como una especie introducida y 

en muchos casos invasiva (Marston y Villalard-Bohnsack, 2002; García-Jiménez et al., 2008).

Inicialmente, G. imbricata fue clasificada como Grateloupia doryphora en base a sus carac-

terísticas morfológicas y estudios botánicos previos. Sin embargo, y tras la identificación 

molecular llevada a cabo con los genes rbcL, que codifican para la subunidad grande de la 

RubisCo (García-Jiménez et al., 2008) fue reasignada como una especie independiente. 
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La reproducción en algas rojas

El paso o transición de una etapa vegetativa a una reproductiva es un proceso complejo el 

cual supone numerosos cambios tanto a nivel molecular, estructural como fisiológico. La ma-

yoría de macroalgas rojas presentan alternancia de generaciones: una sexual (gametofítica) 

y otra asexual (esporofítica). 

En el caso de G. imbricata, el ciclo sexual es trifásico (Cole y Sheath, 1990; García-Ji-

ménez, 1994; García-Jiménez y Robaina, 2015) en el cual tres generaciones diferentes 

se suceden: gametofito, carpoesporofito y tetraesporofito. Tanto el gametofito como el 

tetraesporofito se desarrollan de manera independiente y constituyen una fase de vida 

libre, mientras que el carpoesporofito se encuentra adosado al gametofito femenino. 

Morfológicamente, tanto los gametofitos haploides como el tetraesporofito diploide son 

similares.

Las tetraesporas (haploides) formadas por meiosis germinan dando lugar a un talo multice-

lular (gametofito) masculino y femenino. Cuando el gametofito femenino es fecundado (car-

pogonio) se forman unas estructuras diploides conocidas como cistocarpos. El cistocarpo 

se compone de una parte interna o núcleo y una parte exterior, el pericarpio, presentando a 

su vez, una zona más interna de tejido medular o subcortical y una zona cortical más exter-

na y pigmentada. En algunas clases como Halymeniales, el pericarpio está ausente por lo 

que el cistocarpo está constituido únicamente por la zona nuclear (Hommersand y Frede-

ricq, 1990). Tras diferentes procesos de diferenciación celular, los cistocarpos producirán 

carpoesporas diploides que serán finalmente liberadas y desarrollarán el tetraesporofito 

diploide, el cual generará las tetraesporas; finalizando así el ciclo (Fig. 2). El mecanismo 

por el que se generan las tetraesporas, conocido como tetraesporogénesis es un proceso 

asincrónico y gradual, siendo frecuente encontrar en un mismo talo diferentes grados de 

desarrollo del mismo (Rodrigo, 1998). 
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Figura 2: Esquema del ciclo reproductivo de la macroalga roja Grateloupia imbricata.

Los datos existentes a nivel citológico e histológico han permitido el estudio de diversos as-

pectos que acompañan el desarrollo tanto del proceso de carpoesporogénesis como tetraes-

porogénesis en distintos grupos de algas (Wetherbee, 1978, 1980; Tsekos,1981, 1983; Tsekos 

y Schnepf, 1983). 

Sin embargo, el crecimiento y desarrollo desde que la espora germina hasta que se cons-

tituye en un talo adulto es un proceso que comprende varias etapas y que en macroalgas 

rara vez acontece de manera directa, sino que existen diferentes estadíos intermedios de 

desarrollo: germlings y sporelings (Vadas et al., 1992; Rodrigo, 1998). No obstante, la comple-

jidad y diversidad previamente mencionada para estos organismos, implica que incluso estos 

estadíos aparentemente establecidos muestren diferencias entre especies y por tanto, la de-

terminación y caracterización del grado de desarrollo del tejido estudiado debe ser acompa-

ñada con aspectos fisiológicos, estructurales y/o genéticos adecuados para cada especie. 

En este sentido y de manera específica para G. imbricata, Rodrigo, 1998, estableció los di-

ferentes estadíos de crecimiento a partir de la propagación in vitro de carpoesporas. Así 

sabemos que existen cuatro estadíos claramente diferenciados: 0, I, II y III (Tabla 2).
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Tabla 2: Tabla adaptada de acuerdo a lo establecido por Rodrigo, 1998.

Este trabajo permitió establecer de manera clara y precisa los primeros estadíos de cre-

cimiento del alga G. imbricata, lo que de manera general conoceríamos como sporeling 

o esporas germinadas. Sin embargo hasta llegar a conformar un tejido adulto y repro-

ductivamente maduro son necesarias modificaciones adicionales a distintos niveles fi-

siológicos. Por tanto, una de las conclusiones que se pueden extraer de este trabajo es 

que el ciclo vital de esta macroalga roja es extremadamente complejo. Considerando 

únicamente tejido joven encontramos cuatro estadíos diferentes de crecimiento, lo que 

extrapolado al ciclo completo de vida, supone un cantidad considerable de etapas de 

las cuales no tenemos apenas conocimiento. En este punto la diferencia entre juvenil 

(infértil) y adulto (fértil) vendría dada por la madurez sexual y presencia de estructuras 

reproductoras o cistocarpos, aunque el momento preciso en que este cambio ocurre no 

es fácil de establecer. 

Este paso al estado reproductivo es impulsado por numerosos factores los cuales son di-

versos y complejos. Así, numerosos autores han determinado la importancia de múltiples 

factores tanto endógenos (p.e: auxinas o giberelinas) como exógenos (luz, temperatura 

o salinidad) en el devenir del proceso reproductivo en vegetales. Así, la transición del 

estado adulto vegetativo a adulto reproductivo implica el cambio de un estado ‘normal’ 

de crecimiento a la generación y soporte de las estructuras reproductivas, lo que nece-

sariamente conlleva el reajuste interno de los recursos disponibles. En este estado de 

cambio, se espera que las diversas señales o factores actúen provocando el comienzo 

de esta fase reproductiva creando un ambiente o situación óptima para que este proce-

so tenga lugar, aunque las condiciones exactas que desencadenan el mismo no son del 

todo conocidas. 
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En plantas superiores se ha establecido que el éxito reproductivo depende en gran medida 

del momento en que la floración tiene lugar, el cual parece desencadenado en respuesta 

a diversas condiciones (Mouradov et al., 2002; Ausín et al., 2005). Así por ejemplo, las dife-

rentes señales externas son reconocidas y reguladas por el vegetal, lo que conducirá a la 

generación del fruto. No obstante, condicionantes adicionales deben existir cuando se ha 

observado como incluso dándose todas las condiciones ambientales adecuadas, la planta 

no es capaz de desarrollar las estructuras reproductoras (Lawson y Poethig, 1995). En este 

sentido por tanto, el tejido vegetal en estado juvenil o adulto asimismo debe adquirir el grado 

de competencia necesario para percibir e integrar las señales, tanto externas como inter-

nas, necesarias para que esta transición comience (McDaniel et al., 1992; Singer et al., 1992; 

Huala y Sussex, 1993).

De igual forma en algas, factores de naturaleza endógena, como los compuestos reguladores 

del desarrollo auxinas, citoquininas o poliaminas, y exógena, como la calidad y cantidad de 

luz (fotoperiodo), la temperatura o la disponibilidad de nutrientes (Cole y Sheath, 1990) han 

sido destacados como determinantes en el inicio del proceso reproductivo. En este sentido, 

Rodrigo (1998) observó como variaciones en el régimen de luz inducían las primeras etapas 

del proceso de tetraesporogénesis en talos jóvenes de la macroalga roja G. imbricata. Poste-

riormente, se ha mostrado como el tratamiento con ciertos compuestos volátiles, p.e: el etile-

no y el metil jasmonato, altera el proceso normal de formación de las estructuras reproduc-

tivas in vitro (García-Jiménez y Robaina, 2012; García-Jiménez et al., 2016). Específicamente 

y de todos los reguladores estudiados, se ha establecido que la luz, las poliaminas, el etileno 

y el metil jasmonato son los inductores que afectan en mayor medida la carpoesporogénesis 

en algas rojas (Guzmán-Urióstegui et al., 2002; Sacramento et al., 2004, 2007; García-Jiménez 

y Robaina, 2012; García-Jiménez et al., 2016; Montero-Fernández et al., 2016).

Asimismo, la competencia del tejido es otro factor determinante. En este sentido, el trabajo 

realizado por Rodrigo, 1998, además de establecer unas bases de referencia para la fisiología 

y cultivo de G. imbricata, aportó luz sobre el papel que ciertos compuestos reguladores del 

desarrollo o ciertas condiciones de cultivo afectan el desarrollo in vitro. Así se ha visto como 

en esta especie los estadíos jóvenes son capaces de responder y presentar cambios fisioló-

gicos y morfogenéticos ante la inducción con reguladores del desarrollo tales como kinetina 

o auxinas, mientras que previamente se había observado que el tratamiento con kinetina en 

talos adultos no provocaba efecto alguno (Robaina, 1988). Sin embargo y aunque la respuesta 

de las algas ante el tratamiento con reguladores es diversa y los resultados controvertidos, 

sí se ha determinado la capacidad de estos compuestos para afectar aspectos diversos de 

la fisiología vegetal y en este sentido, Baweja y colaboradores, 2009, manifestaron la 
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importancia y necesidad de un tejido adecuado capaz de responder ante el estímulo. Así se 

determina que el tejido joven es receptivo ante el estímulo mientras que el adulto no (Gar-

cía-Jiménez et al., 1998).

De manera específica y relacionado con el proceso reproductivo, las poliaminas (PAs) fueron 

de los primeros reguladores estudiados. Así, se ha observado como su aplicación sobre teji-

do infértil fomenta el desarrollo y la aparición de las estructuras reproductoras en Gracilaria 

cornea y Grateloupia sp. (Guzmán-Urióstegui et al., 2002; Sacramento et al., 2004), mostrando 

además la necesidad de la presencia de la poliamina espermina (Spm) para la esporulación 

y consiguiente liberación de esporas en ambas macroalgas (Guzmán-Urióstegui et al., 2002; 

Sacramento et al., 2004, 2007).

Estas respuestas in vitro, se asociaron de manera directa a las actividades metabólicas de 

síntesis de las PAs, cuya ruta de síntesis comienza con la obtención de putrescina (Put) a partir 

de los aminoácidos ornitina y arginina a través de una reacción de descarboxilación. En G. 

imbricata se ha comprobado como este proceso ocurre principalmente a través de la vía de 

la ODC y es controlado en primera instancia por la enzima ornitina descarboxilasa (ODC). Esta 

enzima parece ser por tanto el elemento limitante en la obtención de estas sustancias, y por 

tanto principal reguladora del proceso de carpoesporogénesis (Sacramento et al., 2004, 2007).

Posteriormente, la influencia de otro tipo de reguladores de naturaleza volátil y considerados 

como fitohormonas ha sido evaluado. Así, el tratamiento exógeno con etileno regula diversos 

aspectos del proceso reproductivo en diferentes especies de algas rojas. Por ejemplo, en 

Pterocladiella capillacea la aplicación de etileno induce la formación y maduración in vitro 

de las estructuras tetraesporangiales (García-Jiménez et al., 2012). Este hecho ha sido rela-

cionado con la actividad enzimática de las enzimas de síntesis ACS (ACC sintasa) y ACO (ACC 

oxidasa) involucradas en la propia síntesis del etileno. La concentración de estas enzimas, 

así como aquella de la poliamina putrescina fueron cuantificadas tras la incubación del alga 

con ET a diferentes tiempos (García-Jiménez et al., 2012). Los resultados revelaron por un 

lado que la producción de ET está correlacionada con la actividad enzimática de ACC y ACO 

y, que los niveles de Put aumentan de manera coincidente con la liberación de etileno, lo que 

sugiere que ambas rutas de síntesis, poliaminas y etileno, trabajan en sinergia. 

Por otro lado y de manera mas reciente también se ha visto como la aplicación exógena de me-

til jasmonato (MeJa), un compuesto lipídico derivado del ácido jasmónico, altera el patrón nor-

mal del proceso reproductivo in vitro de G. imbricata. El tratamiento con este compuesto pro-

voca un aumento en el número de cistocarpos en los talos de las algas rojas, una disminución 
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en el tiempo de formación y aparición de las estructuras así como la apertura de las mismas, 

proceso conocido como dehisciencia, y la subsiguiente liberación de esporas (García-Jiménez 

et al., 2016). Asimismo, en Gelidium arbuscula la aplicación de MeJa favorece la coexistencia 

de las fases reproductivas; es decir, en un mismo individuo es posible encontrar de manera 

simultánea tanto carpoesporangios como tetraesporangios a las 48 h posteriores al tratamiento 

(García-Jiménez y Robaina, 2017, en prensa). Asimismo, la detección de derivados lipídicos a 

través de la técnica de cromatografía de gases-masa (GC-MS) en este alga (García-Jiménez et 

al., 2013) indica la capacidad de las algas rojas de producir este tipo de sustancias, cuya ruta de 

síntesis podría ocurrir por la vía de los octadecanoides a partir del ácido linolénico. A través de 

la oxidación enzimática mediada por distintas enzimas se obtiene ácido jasmónico (JA) (Beale 

y Ward, 1998; Fernández Calvo, 2011; Yan et al., 2013; Fernández-Barbero, 2015). Posteriormente, 

se obtiene metil jasmonato a partir del JA mediado por la acción de SAM, el cual sirve como 

dador de grupos metilo y finalmente la enzima JMT (Jasmonic Acid Methyl Transferase) trans-

forma el JA en MeJa (Roje, 2006; Zhao et al., 2013).

Por tanto, parece evidente que tanto las poliaminas, el etileno y el metil jasmonato juegan un 

papel fundamental en el desarrollo del proceso reproductivo en algas rojas. Mas aún, parece 

que las tres rutas están relacionadas a través de SAM, el cual funciona como intermediario 

común: por un lado regulando la síntesis de ET, y por otro suministrando grupos metilo, para la 

síntesis de MeJa, y aminopropilos para la síntesis de las poliaminas espermidina y espermina 

respectivamente.

La síntesis de las poliaminas es dirigida por la enzima ODC, cuyo gen codificante ODC pre-

senta expresión génica  de manera diferencial tanto durante el proceso de la carpoesporo-

génesis como a través del tratamiento con los inductores previamente mencionados (etileno 

y metil jasmonato).

Así, y a partir de la secuencia del gen ODC en la macroalga roja G. imbricata (GiODC, FJ 

223132) obtenida mediante paseo cromosómico en 2009 por García-Jiménez y colaboradores, 

se consiguió monitorizar su expresión durante la formación del cistocarpo in vitro. De esta 

manera y a través del empleo de la técnica de PCR cuantitativa con el fluoróforo Syber Green 

y sonda de hidrólisis, se demostró que existía expresión diferencial dependiendo de la zona 

del talo  (zona basal del talo frente a la apical) y de la presencia o ausencia de cistocarpos. 

Asimismo y con la técnica de hibridación in situ (ISH) se observó como esta expresión es 

coincidente con las actividades enzimáticas medidas previamente para la ODC y los niveles 

endógenos de las PAs, revelando máximos de expresión en la zona basal del talo, donde no 

se encuentran cistocarpos y el tejido es infértil (García-Jiménez et al., 2009). De igual forma, 
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estudios posteriores han mostrado como la inducción de tejido infértil con diferentes regí-

menes de fotoperiodo, etileno y metil jasmonato alteran de manera diferencial los patrones 

de expresión del gen ODC en función tanto del tipo de inductor como del grado de desarrollo 

del tejido, afectando consecuentemente el desarrollo del proceso reproductivo (capítulo 1 de 

esta tesis, Montero-Fernández et al., 2016). 

Actualmente, el futuro de la investigación a nivel molecular pasa por la implementación y desa-

rrollo de las técnicas biotecnológicas, principalmente la transformación celular. En este aspecto, 

el estudio en el campo de las macroalgas presenta una demora considerable en comparación 

con microalgas y principalmente con plantas superiores. No obstante, la relevancia que las ma-

croalgas están adquiriendo a nivel global así como la adquisición de una mayor conciencia en 

relación a las múltiples propiedades y beneficios que presentan estos organismos en diferentes 

aspectos de la economía, la salud y consecuentemente, la calidad de nuestra vida diaria, los ha 

situado como objetivos potenciales de estudio. Este creciente interés ha impulsado la investiga-

ción de los diferentes aspectos que atañen la fisiología de estos vegetales de cara a una posible 

modificación génica con aplicaciones en diferentes campos biotecnológicos. Al respecto, di-

versos autores han evaluado diferentes métodos para su transformación, tales como bombar-

deo con partículas, electroporación o a través de la infección con la bacteria Agrobacterium 

tumefaciens. Estas técnicas se han probado en varias algas como Porphyra sp., Kappaphycus 

alvarezii o Gracilaria gracilis entre otras, con resultados varios, en algunos casos logrando tanto 

expresiones transitorias como estables y demostrando así su eficacia (Qin et al., 2012; revisado 

en Mikami, 2013). Estos resultados ponen de manifiesto que efectivamente es posible modificar 

estos organismos en un ambiente controlado. Ahora bien, a raíz de estos mismos trabajos la falta 

de información molecular específica referente a algas rojas se ha hecho patente, evidenciando 

la problemática que supone la falta de genomas completos disponibles así como la necesidad 

de identificación de secuencias promotoras específicas para estos organismos que permitan el 

diseño e implementación de vectores fiables y funcionales (Lin y Qin, 2014).

Así, y con el objetivo en mente de adquirir un mayor conocimiento sobre los diferentes as-

pectos implicados en la regulación molecular del proceso reproductivo en algas rojas y una 

posible futura modificación biotecnológica, planteamos como objetivo principal de esta Tesis 

realizar un primer acercamiento a la intrincada red molecular que sostiene el proceso de 

carpoesporogénesis en la macroalga roja Grateloupia imbricata. Para ello y tomando como 

referencia el gen ODC y los trabajos previos que lo sitúan como potencial candidato del pro-

ceso reproductivo, evaluaremos la importancia y el posible efecto que diferentes regulado-

res pueden ejercer sobre su regulación a nivel génico, así como la posibilidad de que otros 

genes estén asimismo implicados en dicho evento.



MATERIAL Y MÉTODOS
GENERAL





Material y Métodos General

37

Material y Métodos General

Los pasos de 1) recolección de muestras y limpieza, 2) tratamiento de inducción, 3) extrac-

ción de ADN y verificación de la integridad y calidad del mismo, 4) extracción de ARN y ve-

rificación de la integridad y calidad del mismo, y 5) síntesis de ADNc mediante transcriptasa 

inversa, serán comunes a todos los estudios realizados. Con el fin de no caer en repetición 

se explicarán una primera vez y posteriormente, y en cada capítulo se hará referencia al 

apartado correspondiente del Material y Métodos general.

1. Recolección de muestras

1.1: Desinfección y limpieza

Las talos de Grateloupia imbricata se recogieron en la localidad de San Cristóbal (Fig. 1), en 

la costa noreste de la isla de Gran Canaria, aprovechando periodos de marea baja y, en la 

medida de lo posible, coincidentes con las primeras horas del día para asegurar el menor 

lapso de tiempo entre el muestreo y la limpieza y tratamiento en el laboratorio.  

Figura 1: Imagen de la zona de muestreo en la localidad de San Cristóbal, Las Palmas de Gran Canaria.
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Los ejemplares se localizaron fijos anclados por su disco de fijación y sumergidos en peque-

ños charcos rocosos intermareales (Fig. 2). Los talos, cortados cuidadosamente, dejando el 

disco para su regeneración e intentando dañar lo menos posible el tejido, fueron depositados 

en recipientes de plástico con agua marina fresca para el traslado.

Figura 2: Detalle de la zona de muestreo del alga Grateloupia imbricata. En la imagen se aprecian los 

charcos rocosos en el intermareal donde se encuentra el alga de forma natural. 

En el laboratorio, los talos fueron lavados con agua de mar filtrada y esterilizada previamente 

en autoclave. Los epífitos y microbiota asociada se eliminaron mediante cepillado suave. A 

continuación se sumergieron en baño de ultrasonido con agua destilada durante 3 periodos 

de 1,5 min cada uno. El choque osmótico y el ultrasonido completaron el proceso de elimina-

ción de la biota.

En función de la finalidad de estudio, los talos fueron seleccionados y separados de acuerdo 

a su estado reproductivo y depositados en agua de mar estéril para su tratamiento y posterior 

cultivo, o se retiró el exceso de agua y congelaron inmediatamente para la posterior extrac-

ción de ADN. 
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Figura 3: Esquema simplificado del proceso de maduración de los cistocarpos presentes en tejido 

fertilizado (A) y tejido fértil (B).

1.2: Clasificación del material de trabajo

En aquellos casos donde un tratamiento posterior fue necesario, la clasificación de los talos 

se hizo de acuerdo a la presencia o no de estructuras reproductoras o cistocarpos. 

Los cistocarpos aparecen como pequeñas protuberancias, de menos de 1 mm de diámetro 

de coloración oscura en la parte apical del talo. De esta manera, el material algal se consi-

dera infértil cuando visualmente los cistocarpos no están presentes y por el contrario, serán 

fértiles cuando las estructuras se hagan claramente visibles (coloración oscura). De igual 

forma, se considera fertilizado cuando el talo no presenta cistocarpos, o estos son muy inci-

pientes (coloración rojiza clara), pero proviene del mismo disco de fijación que otro fértil. Así, 

los cistocarpos de los talos fertilizados presentan una tonalidad rojo claro, la cual se torna 

oscura según el tejido madura y aparece el cistocarpo.

Aunque únicamente tres etapas son claramente distinguibles, la compleja transición que 

supone el paso de una etapa vegetativa a una reproductiva, marcada por la aparición de la 

estructura, hace suponer que existan estados intermedios los cuales no puedan ser diferen-

ciados a simple vista (Fig. 3).

Todo el material de laboratorio empleado fue esterilizado en autoclave dos veces durante 1 

hora a 121 ºC previo a su uso. De esta manera, aseguramos esterilidad durante todo el proceso.
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2. Tratamiento de inducción de las estructuras reproductoras

2.1: Fotoperiodo (FP)

En relación al FP, se probaron 3 regímenes distintos: FP de día largo (12 h L: 12 h O), FP de 

día corto (8 h L: 16 h O ) y FP control (18 h L: 6 h O). De acuerdo a Rodrigo, 1998, la inducción 

de las estructuras reproductoras ocurre a las 2 semanas de cultivo favorecida a través del 

tratamiento con un régimen 12 h L: 12 h O, mientras que a régimen 8 h L: 16 h O, el tiempo 

requerido es superior.

2.2: Etileno (ET)

El tratamiento con ET se realizó de acuerdo a lo descrito en García-Jiménez y Robaina, 2012. Se 

aplicó de manera exógena etileno (pureza 99,9%; Carburos Metálicos SA, Barcelona, España) con 

flujo de 0,5 L min−1 durante 15 min en recipientes herméticamente cerrados conteniendo los talos 

frescos del alga. Tras los 15 min, se tomaron muestras de 100 mg y se homogeneizaron en nitrógeno 

líquido. Asimismo para validar el efecto del ET, de manera paralela talos frescos fueron previamen-

te tratados con 4m M de tiosulfato de plata (STS) (Sigma Co), un inhibidor de la señalización del 

etileno, previo a la exposición con el mismo. Las muestras se mantuvieron en cultivo una semana, 

periodo necesario para la aparición de las estructuras reproductoras.

2.3: Metil jasmonato (MeJa)

Los talos frescos fueron colocados en placas de Petri con papel de filtro y rociadas tres 

veces con 1 mL de una solución de MeJa 100 mM (Sigma Co.) en 0,01 % (v/v) (etanol/ agua 

de mar esterilizada por autoclave) en intervalos de un minuto. Las muestras se mantuvieron 

durante una hora en las placas de Petri cerradas. Una parte de las mismas se homogeneizó 

en nitrógeno líquido y el resto se mantuvo en cultivo durante 48 h. Aquellas muestras no tra-

tadas con MeJa pero mantenidas en cultivo bajo las mismas condiciones fueron empleadas 

como controles. Para verificar el efecto del MeJa, los talos frescos del alga fueron tratados 

con 20 mM de fenidona (Sigma Co.), inhibidor de la acción del MeJa. Las muestras fueron 

mantenidas durante 48 h en cultivo, tiempo requerido para la aparición de las estructuras 

reproductoras en tejido infértil.

Todo el material se aclimató previo a cada experimento durante 2 días en acuarios de 8 L de 

capacidad, y se mantuvo en cultivo con fotoperiodo 18 h L: 6 h O con una irradiancia de 50 

μmol m−2 s−1.
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3. Extracción de ADN

Para la extracción de ADN, 100 mg de peso fresco de los talos previamente limpios fueron 

inmediatamente homogeneizados con nitrógeno líquido en morteros de cerámica estériles. 

La desinfección de los morteros se consiguió con lavados de etanol y secado en estufa a 

65 ºC. A continuación fueron mantenidos a -20 ºC previo a uso.

Los talos homogeneizados fueron almacenados de manera individual en microtubos de 2 mL 

de capacidad, rotulados para su identificación por fecha y se mantuvieron a -20 ºC hasta el 

momento de la extracción de ADN. 

La extracción de ADN se realizó de acuerdo al método CTAB (Murray y Thompson, 1980) 

según lo descrito por García-Jiménez y colaboradores, 2009. El método del CTAB se basa en 

las propiedades del detergente bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) el cual induce 

la lisis del tejido vegetal y forma un complejo insoluble con las proteínas y polisacáridos, 

pero no precipita los ácidos nucleicos. De esta manera, y mediante lavados sucesivos con 

reactivos orgánicos, los polisacáridos de la pared vegetal, los compuestos fenólicos y otros 

contaminantes son eliminados de manera secuencial. 

El buffer de extracción se compone por 100 mM TRIS-HCl (pH 8), 25 mM EDTA (pH 8), 2M NaCl, 

2 % CTAB, 0,01 % PVPP, 0,1 % SDS y 2 % β-mercaptoetanol. Para su preparación, un volumen 

determinado del mismo es esterilizado en autoclave durante 20 min a 121 ºC y en el momento 

previo a su uso, el β-mercaptoetanol es añadido para la inhibición de las proteasas.

Una vez añadido el buffer, las muestras se mantuvieron durante una hora en baño a 65 ºC, 

mezclándolas suavemente por inversión aproximadamente cada 15 min. A continuación, un 

volumen de CIA (cloroformo: alcohol isoamílico, 24:1 v/v, mantenido en nevera) es añadido a 

cada microtubo, los cuales se homogeneizaron por inversión y y se centrifugaron durante 20 

min a 4 ºC y 3.000 rpm en una centrífuga Beckman Coulter. Se obtuvieron 3 fases claramente 

distinguibles: una fase orgánica superior, una fase intermedia con proteínas desnaturaliza-

das y una fase inferior acuosa. La fase orgánica conteniendo los ácidos nucleicos fue depo-

sitada en un microtubo nuevo. Este proceso de lavado con CIA, centrifugación y separación 

de la fase superior se repitió hasta que el sobrenadante se clarificó.

El protocolo continuó añadiendo 2/3 de alcohol isopropílico a -20 ºC al volumen de sobre-

nadante y posteriormente, las muestras se centrifugaron a máxima velocidad (22.000 x g) 

durante 30 min a 4 ºC. 
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Esta separación resultó en la obtención de un precipitado o pellet, conteniendo el ADN. Así, 

el sobrenadante se retiró por inversión de los microtubos y el pellet fue lavado con 400 μL de 

etanol (80% v/v, grado molecular) y centrifugado a máxima velocidad durante 5 min a 4 ºC. 

Nuevamente, el sobrenadante es eliminado por inversión y los microtubos se mantuvieron en 

esta posición entre 5 y 10 min para favorecer la evaporación total de etanol, el cual puede 

actuar como inhibidor en posteriores reacciones de amplificación. 

Finalmente, cada pellet fue resuspendido en 30 μL de tampón TE (10 mM TRIS-HCl (pH 8) y 

0,1 mM EDTA (pH 8), y reubicados en nuevos microtubos esterilizados de capacidad 1,5 mL y 

almacenados a 4 ºC. La resuspensión en TE tiene como objetivo la rehidratación del pellet así 

como la inactivación de las DNAsas (Corkill y Rapley, 2008). De manera alternativa, el pellet 

fue resuspendido en agua mili-Q doblemente esterilizada.

3.1: Verificación de la integridad y calidad del ADN

La integridad del ADN genómico se comprobó mediante electroforesis en gel de agarosa (1 

%) con tampón TAE (1 %) a 75 V. El tampón TAE (TRIS-Acetato-EDTA) se prepara a partir de un 

stock 50x compuesto por 242 gr TRIS, 57,1 mL de ácido acético glacial y 100 mL de EDTA 0,5 M 

(pH 8), en un volumen final de un litro con agua mili-Q doblemente esterilizada por autoclave. 

Paralelamente, se cuantificó la cantidad de ADN extraída usando un espectofotómetro Bec-

kman Coulter DU 530 con microceldillas para pequeños volúmenes. Para ello, las muestras 

se midieron a una longitud de onda de 260 nm (máximo de absorción de los ácidos nucleicos) 

y la pureza de las mismas se valoró midiendo la ratio 260/280 y 230/260. 

Las muestras cuya concentración de ADN fue inferior a 60 ng μL-1 y/o mostrasen smear apa-

rente fueron descartadas.

4. Extracción de ARN

Para la extracción de ARN se partió del material previamente tratado, homogeneizado en 

nitrógeno líquido, almacenado en microtubos de 2 mL estériles y mantenido en congelador 

a -80 ºC. El protocolo empleado es aquel indicado para el reactivo TRI (Sigma-Aldrich). Se 

parte de 100 mg de tejido algal al cual se añade 1 mL de TRI y se mantiene en hielo picado 

durante 15 min volteando suavemente cada microtubo y teniendo cuidado de que la baja 

temperatura no congele el reactivo y la muestra. Esto es importante ya que es necesario que 
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el tejido algal se mantenga en contacto con el reactivo, el cual es una mezcla de tiocianato 

de guanidinio y fenol en una solución monofase. El tiocianato de guanidinio es un compuesto 

químico con propiedades caotrópicas, el cual es comúnmente usado en la extracción de áci-

dos nucleicos ya que por un lado provoca la lisis de las células y, a la vez, evita que actúen 

las enzimas RNasa y DNasa mediante su desnaturalización; lo que favorece la obtención de 

ARN no contaminado.

Pasados los 15 min, las muestras se centrifugaron durante 10 min en una centrífuga Beck-

man-Coulter refrigerada a 4 ºC, a 12.000 x g para eliminar el material insoluble, el cual precipi-

ta. A continuación, el sobrenadante con las proteínas y ácidos nucleicos es transferido a un 

microtubo estéril y se mantiene a temperatura ambiente durante 5 min para asegurar la diso-

ciación de complejos núcleo-proteicos. Posteriormente se añadieron 200 µL de cloroformo, 

grado molecular (Sigma Co.) por cada mL de reactivo TRI usado, se agitó vigorosamente para 

homogeneizar ambas soluciones y las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente du-

rante 15 min. Para continuar se centrifugó de nuevo a 4 ºC y 12.000 x g durante 5 min. En ese 

punto, se pueden observar 3 fases diferenciadas en cada muestra, siendo la superior la que 

contiene el ARN. Cuidadosamente se traspasó dicha fase a un nuevo microtubo y se añadió 

un volumen de 500 µL de propanol, grado molecular (Sigma Co.), mezclando suavemente por 

inversión y manteniendo a temperatura ambiente durante 10 min. Para precipitar el ARN, las 

muestras se centrifugaron a 22.000 x g y 4 ºC durante 20 min. Tras este paso, se eliminó el 

sobrenadante por inversión. A continuación, se añadió etanol grado molecular (75 %), se dió 

un ligero vortex y se centrifugó de nuevo a máxima velocidad durante 5 min. Finalmente, el 

etanol fue eliminado y el pellet se dejó secar sobre hielo picado entre 5 y 10 min aproxima-

damente para asegurar la total evaporación del etanol. El pellet fue resuspendido en 20 µl de 

tampón TE (10 mM TRIS-HCl (pH 8) y 0,5 mM EDTA (pH 8)) y tratado con 1 U mg−1 de DNAsa 

(Promega) para eliminar cualquier contaminación con ADN. De manera alternativa el pellet 

se puede solubilizar en agua mili-Q doblemente esterilizada.

4.1: Verificación de la integridad y calidad del ARN

Para comprobar la integridad y calidad del ARN se realizó una electroforesis desnaturali-

zante en gel de agarosa (1%) con tampón MSE (1%) y formaldehído (37 %) a 75 V. El tampón 

MSE se prepara a partir de una solución stock (10 %), la cual se compone de 0,2 M del com-

puesto MOPS, 50 mM de acetato de sodio (stock 3 M) y 10 mL de EDTA (stock 0,5 M). El pH 

se ajusta a 7 y se esteriliza por autoclave a 121 ºC durante 20 min. Asimismo, se cuantificó la 

cantidad de ARN usando un espectofotómetro Beckman Coulter DU 530 con microceldillas 
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para pequeños volúmenes. Para ello, las muestras se midieron a una longitud de onda de 

260 nm (máximo de absorción de los ácidos nucleicos) y la pureza de las mismas se valoró 

midiendo el ratio 260/280 y 230/260.

5. Síntesis de ADNc mediante transcriptasa inversa

Posteriormente a la obtención de ARN, este fue transcrito a ADNc mediante el kit comer-

cial iScript-cDNA (BioRad, Hercules, CA, USA), el cual incluye oligonucleótidos y cebadores 

aleatorios. La reacción de transcripción inversa se llevó a cabo en un termociclador MyCyclerTM, 

(Biorad, Hercules, CA, USA) bajo las siguientes condiciones: 25 ºC durante 5 min, 42 ºC durante 30 

min, y 85 ºC durante 5 min. El ADNc obtenido se mantuvo a - 20 ºC hasta su uso.
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Introducción

La importancia de las algas de cara a una producción biotecnológica a gran escala con 

fines comerciales (obtención de metabolitos o compuestos de interés) así como ecológicos 

(repoblación de zonas potencialmente afectadas por la presión antropogénica) pone de ma-

nifiesto la necesidad de una investigación consciente y focalizada en los diferentes aspectos 

fisiológicos de estos seres vivos. En este sentido, el proceso reproductivo cobra especial 

importancia como motor fundamental de la continuidad del ciclo celular. Sin embargo, y ante 

la complejidad de los ciclos de vida existentes en algas parece necesario aunar el esfuerzo 

en obtener una mayor comprensión de los mismos e identificar de manera precisa cada una 

de sus fases.

El conocimiento de los factores que pueden controlar el crecimiento y desarrollo fue uno de 

los primeros pasos en el estudio a nivel de cultivo in vitro. Los trabajos previos destacaron la 

importancia que tiene la naturaleza del medio de cultivo (p.e: su gelidificación) y la presencia 

de reguladores de crecimiento en los cultivos. En relación a la naturaleza física del medio, 

por ejemplo, se ha visto como el cultivo en medios gelificados con agar favorece la formación 

de ‘callos’ o masas morfogénicas compactas, en comparación con el cultivo en medio líquido 

(Fries, 1980; Saga et al., 1982; Saga y Sakai, 1983; Polne-Fuller y Gibor, 1984; Polne-Fuller et al., 

1984; Robaina et al., 1990). En relación a los reguladores de crecimiento, a veces conocidos 

como fitohormonas o inductores, presentan resultados controvertidos, pudiendo presentar un 

efecto regulador o modificador del comportamiento fisiológico normal de las algas, o no pre-

sentar efecto alguno. Mientras que la adición de ciertas sustancias como la kinetina al medio 

de cultivo no mostró efecto alguno sobre explantos de talos adultos de diferentes macroalgas 

(Robaina, 1988), este mismo compuesto sí afectó el desarrollo del tejido en estadíos jóvenes de 

la macroalga roja Grateloupia imbricata (Rodrigo, 1998). En este sentido, el efecto final de estas 

sustancias parece ser resultado de la acción combinada de diversos factores involucrados; 

principalmente las condiciones de cultivo y el tipo de tejido (Baweja et al., 2009). 

De manera cada vez más frecuente, la idea de que las macroalgas, a pesar de ser orga-

nismos multicelulares, son estructuras morfológicas simples con tejidos indiferenciados, en 

oposición a lo que ocurre en plantas superiores, está siendo revertida. En un mismo macró-

fito, se ha comprobado que la alternancia de fases (diploides y haploides), la organización y 

composición del tejido, así como el estadío de desarrollo (juvenil vs maduro, fértil vs infértil) 

tienen un peso considerable en la viabilidad del alga y determinan en gran medida los resul-

tados obtenidos para diferentes estudios. Bajo esta premisa, parece evidente la necesidad 
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de un tejido competente, susceptible de ser estudiado bajo diferentes condiciones y cuya 

respuesta refleje los procesos fisiológicos subyacentes. 

Diferentes aspectos del desarrollo fisiológico en algas, de manera específica el paso a una 

etapa reproductiva, proceso conocido como carpoesporogénesis, están regulados por nu-

merosos factores exógenos (tales como la luz o la temperatura) (Dring, 1988; Bornette y 

Puijalon, 2011; Agrawal, 2012) y endógenos (normalmente los compuestos reguladores del 

desarrollo) (Catriona et al., 1994; Tarakhovskaya et al., 2006). 

La investigación de los procesos ocurridos durante el ciclo de vida del alga roja G. imbricata, 

principalmente durante la carpoesporogénesis, ha representado uno de nuestros principales 

objetos de estudio en los últimos años. Inicialmente, el estudio de este proceso se abordó a 

partir del cultivo in vitro donde bajo diferentes condiciones de cultivo se observaron cambios 

fisiológicos durante la formación de las estructuras reproductivas; revelando toda una serie 

de modificaciones graduales tanto a nivel estructural como molecular (García-Jiménez et al., 

1998, 2009; Marián, 2002; Sacramento et al., 2004, 2007) (Tabla 1).

En una primera etapa, se valoró el efecto de la presencia de diferentes sustancias inductoras 

incluidas en el medio de cultivo. Así, la adición exógena del ácido 2,4-diclorofenoxiacético 

(2,4-D) (una auxina sintética), el ácido giberélico (GA3), la benzil-amino-purina (BAP) (una 

citoquinina sintética), la kinetina, y las diferentes poliaminas (PAs) putrescina (Put), esper-

midina (Spd) y espermina (Spm) respectivamente a cultivos axénicos in vitro de carpospo-

relings de G. imbricata, en presencia o ausencia de una fuente de carbono como el glicerol 

puso de manifiesto que las sustancias reguladoras potenciaban el efecto morfogenético, en 

comparación a los controles, afectando significativamente el crecimiento, el desarrollo y la 

morfología (García-Jiménez et al., 1998). Asimismo, los niveles endógenos de PAs, medidos 

en las fracciones libres y/o conjugadas, incrementaban, coincidiendo con el proceso de divi-

sión celular y la generación de masas celulares de G. imbricata (Marián, 2002). 

Sin embargo, de todos los reguladores estudiados fueron las PAs, la luz y más recientemente 

los compuestos de naturaleza volátil, el etileno (ET) y el metil jasmonato (MeJa), aquellos que 

han mostrado un papel más notorio en la afectación del proceso reproductivo a través de la 

inducción de las estructuras reproductoras. 

Entre los factores externos, la luz ha sido uno de los inductores más estudidados en vegetales. 

De manera específica en algas, la luz incidente es uno de los parámetros principales que afecta 

su fisiología y como tal, la calidad de la misma, intensidad y relación entre las horas de luz y 
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oscuridad al que son sometidas determina en gran medida el crecimiento y desarrollo de las mis-

mas. Estos organismos no sólo emplean la energía lumínica para realizar la fotosíntesis, sino que 

esta es requerida en todas las etapas del ciclo de vida, mediando desde la formación de esporas 

favoreciendo el proceso reproductivo, diferenciación de plastos, hasta la activación o represión 

de genes inducidos por luz (Brandt et al., 1987; Doran y Cattolico, 1997; Soule, 2007). A su vez, el 

aprovechamiento de la luz es estrechamente regulado a través de un proceso de adaptación 

cromática o fotoaclimatación (Falkowski y La Roche, 1991), el cual incluye diversos mecanismos 

tanto de defensa como de optimización en el caso de situaciones de baja irradiancia. 

El papel de la luz en la fisiología de las algas ha estado enfocado principalmente al cul-

tivo de especies microalgales para la mejora de características específicas con algún 

interés comercial, p.e: incremento de biomasa u obtención de metabolitos secundarios 

tales como carotenoides (Csvina et al., 2011; Al-Qasmi, 2012; Dautania y Singh, 2014), 

o su importancia en la sincronización o ‘reloj circadiano’ de eventos de naturaleza di-

versa. De manera general, se correlaciona una mayor síntesis de pigmentos a menores 

intensidades de luz (Tandeau de Marsac, 1983), aunque bajo condiciones de luz estre-

santes, cultivo bajo combinación de luz roja y azul, se puede inducir la acumulación de 

pigmentos como β-carotenos y luteína (Fu et al., 2013). Asimismo, se ha visto como el tipo 

(espectro) de luz influye tanto en el crecimiento (Betancourt Fernández, 1997) como en 

la concentración de pigmentos; en este caso, se favorece una concentración superior 

relativa de los pigmentos tipo ficoeritrinas bajo luz verde, y aquellos como la ficocianina 

en luz roja (Tandeau de Marsac, 1983) en cianobacterias. Por otro lado, el reloj circa-

diano se considera un programa o ritmo interno el cual coincide con señales externas 

(luz) o momentos del día óptimos para el desarrollo o sincronización de procesos vitales. 

Este fenómeno fue primeramente identificado en el alga unicelular Euglena (Pohl, 1948) y 

posteriormente en el dinoflagelado Gonyalux poliedra (Sweeney y Hastings, 1957; von der 

Heyde et al., 1992) demostrando que no sólo la luz, sino la temperatura, afecta también 

estos ciclos internos. Más aún, estos procesos han sido relacionados con la regulación 

de la expresión génica en la cianobacteria Synechococcus elongatus PCC7942 y mutan-

tes de la microalga modelo Chlamydomonas reindhartii (Suzuki y Johnson, 2001). 

Los trabajos en macroalgas son más escasos y de naturaleza predominantemente ecológica. 

Estudios de campo han relacionado cambios estacionales en el crecimiento con valores de 

temperatura, salinidad e intensidad de la luz (Lüning, 1993). El cultivo en laboratorio de la 

especie de alga parda Pterigophora califórnica, bajo luz blanca y simulando las condiciones 

naturales de luz anuales, demostró la sincronización entre los ciclos de vida y la inducción 

de la formación de nuevos talos por el régimen diario de luz (Lüning, 1993). Este efecto se ha 
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observado de manera coincidente en las especies de macroalgas rojas Porphyra umbilicalis, 

Porphyra leucosticta, Porphyra laciniata, Chondrus crispus, Corallina elongata, Plocamium 

cartilagineum y Palmaria palmata bajo condiciones de laboratorio con diferentes combina-

ciones de luz, evidenciando que tanto la irradiancia como la composición espectral influyen 

en la composición pigmentaria, el metabolismo y crecimiento de estos organismos (López-Fi-

gueroa y Niell, 1989, 1990; López-Figueroa et al., 1989, 1990; Algarra et al., 1991; Lüning, 1992; 

Rüdiger y López-Figueroa, 1992; Tsekos et al., 2002; Godínez-Ortega et al., 2007). Otro ejemplo 

se observa en la macroalga roja Halymenia floresii donde la luz azul o roja estimula las 

ficoeritinas, la azul las ficocianinas y bajo luz blanca o verde se acumulan α-caroteno y 

luteína (Godínez-Ortega et al., 2007). 

Asimismo, se ha visto que aspectos varios del proceso reproductivo también están influen-

ciados por el cultivo bajo diferentes regímenes y condiciones de luz. Por ejemplo, en Ulva 

fasciata y Gracilaria corticata se observa como la exposición secuencial a luz UV-A y UV-B 

resulta en un descenso en el porcentaje de esporas liberadas, el cual es directamente pro-

porcional al tiempo de exposición (Wiencke et al., 2000; Ganesan et al., 2010). Por otro lado, 

en 1984, Guiry y Cunningham percibieron como la inducción y formación de cistocarpos en 

Gigartina acicularis depende del fotoperiodo (FP); siendo necesarios cinco ciclos cortos (8 

h L: 16 h O) para la aparición de ramas carpogoniales y cistocarpos y evidenciando cómo 

los ciclos cortos e intermedios (8 y 12 horas de luz respectivamente) son preferibles para 

la formación de estas estructuras. Previamente, también se observó como la liberación de 

esporas en la macroalga roja Porphyra nereocystis requiere un cultivo bajo fotoperiodo cor-

to seguido por fotoperiodo largo durante 3 o 4 semanas, lo que indica una regulación dual 

por luz (Dickson y Waaland, 1985). De manera similar en Porphyra sp. se ha mostrado como 

longitudes de onda del espectro del rojo resultan más efectivas en la inducción del proceso 

reproductivo y este efecto puede ser revertido con longitudes en el rojo lejano; al igual que 

ocurre comúnmente en plantas superiores; sugiriendo por tanto la implicación de fotorrecep-

tores tipo fitocromo.

De la misma manera, resultados similares fueron obtenidos por Rodrigo (1998), demostran-

do que la exposición a diferentes fotoperiodos es capaz de activar las primeras etapas de 

la tetraesporogénesis en talos jóvenes de G. imbricata. Mediante el diseño de diferentes 

situaciones experimentales y un estudio detallado de la diferenciación celular a nivel es-

tructural y ultraestructural, se determinó que la aparición de las primeras estructuras re-

productoras bien definidas tiene lugar a las 3 semanas de cultivo bajo un fotoperiodo corto 

o inductor (8 h L: 16 h O) y a las 4 semanas bajo fotoperiodo largo (12 h L: 12 h O) o control 

(18 L: 6 h O) (Tabla 1).
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Tabla 1: Principales sustancias o elementos reguladores estudiados en la macroalga roja Grateloupia 

imbricata.

(*) Se observaron diferencias significativas en el contenido pigmentario en función del estadío de 
desarrollo y el fotoperiodo aplicado. (**): El fotoperiodo corto fue el más efectivo en la generación de 
las estructuras.
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En relación a los reguladores del crecimiento o inductores (en inglés elicitors), estos hacen 

referencia a cualquier compuesto de origen biótico o abiótico capaz de alterar el metabo-

lismo del organismo al que afecta. Así, la elicitación o inducción será el proceso por el cual 

estas sustancias modifican el patrón normal de crecimiento, desencadenando respuestas 

diversas en función del estímulo, la concentración del mismo y las vías de señalización im-

plicadas. 

Los inductores constituyen un grupo de sustancias de naturaleza muy variada, como 

los ya mencionados, compuestos nitrogenados como las poliaminas (PAs) (Tarakhovs-

kaya et al., 2006), volátiles como el etileno (ET) (Tomás-Barberán et al., 1997; Poulev et 

al., 2003) o el metil jasmonato (MeJa) (Hao et al., 2015; Xu et al., 2015), hormonas como 

el ácido abscísico (ABA) (Finkelstein et al., 2002; Tarakhovskaya et al., 2006) o el ácido 

giberélico (GA3) (Jones et al., 2009; Abbasi et al., 2012), entre otros. De manera general, 

los reguladores presentan un papel relevante en numerosos procesos vegetales y de 

manera particular, diferentes autores han estudiado su implicación en la reproducción 

en macroalgas (Rodrigo, 1998; Marián, 2002; García-Jiménez y Robaina, 2012; Uji et al., 

2016). 

En este contexto de crecimiento y desarrollo, las PAs han mostrado un papel espe-

cialmente relevante como reguladores. Estos compuestos nitrogenados de bajo peso 

molecular se encuentran implicados en una amplia gama de procesos en las plantas 

superiores; que van desde el desarrollo floral, la maduración del polen, la germinación, 

la formación de la semilla o el desarrollo del fruto hasta el fomento de la proliferación 

celular o la resistencia a enfermedades (Montague et al.,1979; Heimer y Mizrahi, 1982; 

Feirer et al., 1984; Slocum y Galston, 1985; Kakkar y Rai, 1993; Pérez-Amador et al., 1995; 

Walden et al., 1997; Alabadí y Carbonell, 1998; Bais y Ravishankar, 2002; Kaur-Sawhney 

et al., 2003).

Sin embargo, su relevancia en los organismos no se debe únicamente a su capacidad para 

influir el desarrollo, sino que la disposición de estas moléculas a formar conjugados tanto con 

compuestos de bajo peso molecular como con macromoléculas tales como proteínas o ácidos 

nucleicos les confiere la capacidad de estabilizadores del ADN (Kaur-Sawhney et al., 2003). 

En algas, los primeros trabajos referentes a PAs se enfocaron en identificar estos com-

puestos y sus efectos bajo diferentes condiciones de cultivo y en diferentes grupos ta-

xonómicos (Villanueva et al., 1980; Hamana et al., 1983, 1990). Desde un punto de vista 
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fisiológico, presentan efectos similares a los observados en plantas superiores, p.e: favo-

recen la división celular en Chlorella sp. (Cohen et al., 1984), en Ulva sp. se encuentran 

involucradas en el transporte y absorción en el talo (Badini et al., 1994) o en diversas 

respuestas regulatorias bajo diferentes condiciones de estrés (Lee y Chen, 1998; Li et al., 

2013). Igualmente en Scenedesmus obliquus, los cambios en la concentración de estas 

moléculas asociados al FP se han relacionado a su vez con el desarrollo del cloroplasto 

(Dörnemann et al., 1996).

Asimismo, bajo condiciones de estrés, las concentraciones de PAs se ven afectadas y se mo-

difican sus niveles endógenos para ofrecer una respuesta adecuada ante dichas situaciones 

(García-Jiménez et al., 2007; Gill y Tuteja, 2010; Bitrián et al., 2012). En general, se acepta que 

dichas respuestas deben entenderse como el resultado de un conjunto de interacciones de 

diferentes vías, con multitud de enzimas y genes involucrados, y no como resultado de una 

vía única (Bitrián et al., 2012).

Por otro lado, en macroalgas rojas, se caracterizó el comportamiento de las PAs durante 

diferentes etapas del ciclo celular y especialmente durante la transición a la etapa re-

productiva. En este sentido, se observó como la aplicación exógena de PAs en estadíos 

jóvenes de esporas inducía la formación de callo, promovía el aumento en el crecimiento 

celular y afectaba la morfogénesis. Asimismo, su aplicación sobre tejido infértil favore-

cía el desarrollo y la aparición de las estructuras reproductoras en Gracilaria cornea 

y Grateloupia sp. (Guzmán-Urióstegui et al., 2002; Sacramento et al., 2004), mostrando 

además la necesidad de la presencia de la poliamina espermina (Spm) para la liberación 

de las esporas en ambas macroalgas (Guzmán-Urióstegui et al., 2002; Sacramento et al., 

2004, 2007).

Estas respuestas, observadas a partir del cultivo in vitro, se asociaron de manera directa 

a las actividades metabólicas de síntesis de las PAs, cuya ruta de síntesis comienza con la 

obtención de putrescina (Put) a partir de los aminoácidos ornitina y arginina. Esta reacción 

de descarboxilación es catalizada por la enzima ornitina descarboxilasa (ODC) y arginina 

descarboxilasa (ADC) respectivamente. Una vez sintetizada la Put, la adición secuencial de 

grupos aminopropilos derivados de la descarboxilación de la S-adenosil metionina (SAM) 

dará como resultado la obtención de espermidina (Spd) y finalmente espermina (Spm), diri-

gidas ambas reacciones por la enzima Spd sintasa y Spm sintasa respectivamente. A su vez, 

los niveles de Spd y Spm están bajo el control de las diamino oxidasas (DAOs) y poliamino 

oxidasas (PAOs) (Fig. 1). 
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Figura 1: Ruta de síntesis de las poliaminas: DAO: diamino oxidasa; PAO: poliamino oxidasa; SAM: 

S-adenosil-metionina.

En plantas superiores, la determinación de las enzimas principales de la síntesis de polia-

minas, ODC y ADC, se correlaciona con eventos fisiológicos característicos. Así de manera 

general, la ODC está vinculada a procesos de crecimiento y desarrollo, mientras que la ADC 

lo hace de manera predominante bajo situaciones de estrés (Bouchereau et al., 1999). En 

este sentido, por ejemplo, en Arabidopsis sp. se ha visto como el gen que codifica para la 

ADC (AtADC2) causa la acumulación de Put en respuesta a estrés salino (Urano et al., 2004).

La ruta de la ODC ha sido igualmente identificada como predominante en diferentes algas y 

su actividad se ha asociado a procesos de división celular en tejidos jóvenes o en desarrollo, 

no maduros (Villanueva et al., 1980; Cohen et al., 1982). De manera similar, en macroalgas 

rojas, la determinación in vitro de las actividades enzimáticas de las principales enzimas de 

la ruta de síntesis de las PAs, ODC y ADC, así como de las enzimas catabólicas relacionadas 

DAO y PAO puso de manifiesto que la síntesis de PAs ocurría de manera principal vía ODC 

(Sacramento et al., 2004). Los trabajos con material infértil (sin estructuras reproductoras) 

y fértil (con cistocarpos) en G. imbricata revelaron una correlación negativa entre la con-

centración endógena de PAs y el grado de desarrollo del tejido. Se observó un incremento 

en las concentraciones internas de manera diferencial, siendo en todos los casos superior 

para el tejido infértil y disminuyendo a medida que el cistocarpo se desarrolla. Este aumento 

en las PAs para los talos infértiles se correlacionaba con niveles superiores en la actividad 

enzimática de la ODC, mientras que una vez el cistocarpo se hace visible, tanto la actividad 
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enzimática como los niveles de PAs decaen abruptamente (Sacramento et al., 2004, 2007; 

García-Jiménez et al., 2009). 

Un hecho a destacar es que, aunque esta correlación es mantenida, los valores enzimáticos 

absolutos difieren en gran medida, presentando alta variabilidad. En concreto, en G. imbri-

cata es difícil considerar más allá de dos estadíos reproductivos, basados en la presencia y 

ausencia de cistocarpos, de ahí que las actividades enzimáticas sigan la misma tendencia 

pero en datos absolutos sea imposible analizar, y por tanto se trabaje en rangos. 

Asimismo, el empleo de diferentes inhibidores (ciclohexilamina: CHA y diciclohexilamina: 

DCHA) mostró que sin ser los inhibidores específicos, las rutas de síntesis se veían alteradas 

y en consecuencia, el comportamiento fisiológico (Sacramento et al., 2007). 

Por el contrario, el comportamiento exhibido por las enzimas PAO y DAO muestra un máximo coin-

cidente con la aparición del cistocarpo, lo que indica una mayor actividad oxidasa como resultado 

de una mayor acumulación de PAs y el desarrollo de las estructuras (Sacramento et al., 2007). 

De estos trabajos se pueden concluir dos premisas: las PAs están directamente relacionadas con 

las actividades enzimáticas de síntesis y degradación y este resultado es consecuencia del proceso 

de formación de las estructuras reproductoras y, por otro lado, la determinación de las actividades 

enzimáticas en algas es complicada debido a la escasez de tejido metabólicamente activo derivado 

de su estructura morfológica y la no existencia de fases visibles entre el estadío infértil y fértil. 

En 2009, la identificación de la secuencia del gen ODC en G. imbricata (GiODC, FJ 223132) 

mediante paseo cromosómico permitió la caracterización y monitorización de su expresión 

durante las etapas fértiles e infértiles de esta macrolaga (García-Jiménez et al., 2009) y ahon-

dó en los procesos reproductivos de las macroalgas rojas. Al respecto, la determinación de 

un gen candidato de la reproducción en algas rojas el cual sirva como marcador que nos 

‘alerte’ de los cambios que tienen lugar a nivel molecular se hace necesaria. 

Gen candidato en vegetales

El concepto de gen candidato ha sido ampliamente empleado en plantas superiores para la 

identificación de eventos diversos (Pflieger et al., 2001). Por ejemplo, en el garbanzo se iden-

tificaron cinco genes implicados en la regulación de la altura de la planta y fueron propuestos 

como genes candidatos de este proceso (Kujur et al., 2016). En arroz, el gen LP1 se expuso 
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como marcador para la longitud de la panícula (Liu et al., 2016) y en café se determinó la ex-

presión de 38 genes en respuesta a procesos de sequía (Mofatto et al., 2016). 

Por otro lado en algas, varios genes se han propuestos como candidatos en la regulación 

de diferentes procesos fisiológicos tanto para especies de microalgas (Mühlroth et al., 2013) 

como de macroalgas (Cock et al., 2010; Collén et al., 2013, 2014; Souza de Oliveira et al., 2015). 

Por ejemplo, en las macroalgas rojas Laurencia dendroidea se han identificado genes can-

didatos relacionados con la síntesis de metabolitos secundarios que codifican la giberelina- 

2-oxidasa y 20 -oxidasa, mientras que la secuenciación del genoma de Chondrus crispus 

ha permitido la determinación de grupos de genes relacionados con defensa y estrés entre 

otros. También en algunas macroalgas pardas como Ectocarpus siliculosus se han revelado 

genes que codifican la enzima aleno oxidasa ciclasa (AOC) y la aleno oxidasa sintasa (AOS), 

las cuales están implicada en la ruta de síntesis del ácido jasmónico. También en esta es-

pecie, el gen OUROBOROS se comporta como uno de los factores principales controlando la 

transición de la fase gametofítica a la esporofítica (Coelho et al., 2011) y el gen ETOILE afecta 

diversos aspectos del desarrollo (Le Bail et al., 2011).

En macroalgas rojas y relacionados con el proceso reproductivo, diversos autores han pro-

puesto una serie de genes como marcadores del mismo (Tabla 2).

Tabla 2: Genes propuestos como candidatos en la reproducción de las algas rojas.
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Sin embargo, estos trabajos deben ser cuidadosamente revisados y analizados, ya que la 

transición a una etapa reproductiva implica cambios mucho más complejos y a diferentes 

niveles fisiológicos, resultado todos ellos de complejas interacciones producidas como res-

puesta a estímulos de naturaleza diversa. Es por tanto asumible que una batería de genes 

diversos se vea afectada (sobreexpresada y/o inhibida) durante el mismo, p.e: genes de res-

puesta a estrés, de elongación o senescencia entre otros y en los diferentes tejidos, tanto si 

el vegetal se encuentra en un estado reproductivo como vegetativo. No obstante, este hecho 

no significa necesariamente que dicha expresión sea resultado directo del proceso repro-

ductivo sino más bien de alguna de las vías de señalización que pueden estar actuando de 

manera paralela, p.e: como la respuesta a estrés.

En este sentido, se identificaron dos genes de elongación (EF y EF-1a) los cuales se expresaban 

de manera diferencial en las diferentes fases del alga Porphyra purpurea. Mientras que EF se 

expresaba indistintamente en el esporofito y el gametofito, EF-1a sólo lo hacía en el esporofito 

(Liu et al., 1996a), sugiriendo un papel fundamental del mismo en el proceso de desarrollo. De 

manera similar, una lipooxigenasa, una proteína de unión y una quimotripsina fueron también 

propuestas como elementos involucrados en el proceso de desarrollo reproductivo (Liu y Reith, 

1994; Liu et al., 1996a,b,c). No obstante, las enzimas lipooxigenasas están involucradas en la oxi-

dación de los lípidos, las quimiotripsinas son enzimas proteolíticas y los factores de elongación 

son proteínas involucradas en los procesos de crecimiento celular. Por tanto, las diferencias 

detectadas en la expresión de dichos genes podrían deberse a una cuestión estructural del 

tejido derivada de las cualidades específicas del gametofito y el esporofito.

De manera similar, dos genes codificantes de bombas de sodio encargados del mantenimiento 

de la homeostasis en la célula, PyKPA1 y PyKPA2, aparecen también en el tejido gametofítico y 

en el esporofítico respectivamente y de manera diferencial. Bajo condiciones de descenso de 

temperatura se registra un aumento de transcritos de PyPKA1 y PyPKA2 lo que los autores han 

relacionado con una aclimatación necesaria para el desarrollo del gametofito, el cual ocurre 

en la época invernal. Estudios posteriores mostraron que esta expresión es dependiente de 

elementos específicos localizados en regiones concretas del promotor  (Uji et al., 2012, 2013). 

En el alga roja Griffithsia japonica (Lee et al., 1998), tras un screening de 10.000 clones se 

identificó GjFP-1 un gen correspondiente a una proteína de estrés hsp90, el cual se expre-

saba de manera predominante en el gametofito femenino. Este grupo de proteínas son sin-

tetizadas por la célula como respuesta ante cualquier condición estresante, por lo que la 

sobreexpresión del mismo podría ser consecuencia de la aclimatación del material vegetal 

tras su recolección y manipulación en cultivo. 
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En los último años, y gracias a los avances en la metodología molecular, la identificación de 

genes se ha realizado a partir de las técnicas de secuenciación masiva e hibridación subs-

tractiva (SSH). En Gracilaria andersonii mediante SSH se identificaron genes expresados de 

manera específica en el carpoesporofito en esta fase del ciclo de vida, relacionándose uno 

de ellos con la codificación de la enzima glutatión-S- transferasa (GST) de Chondrus crispus, 

mientras que el resto de secuencias codificaban proteínas de función desconocida. A tra-

vés del empleo de la misma metodología, Chen y colaboradores, 2011, identificaron GMF-01, 

expresado de manera única en el gmetofito femenino de Gracilaria lemaneiformis, aunque la 

secuencia proteínica no presentaba similitud con ninguna proteína conocida por lo que no 

se pudo concluir su función ni que esta sea específica de tejido reproductivo de algas rojas. 

De la misma manera, Ren y colaboradores (2006, 2009) emplearon la técnica de SSH para la 

determinación y seguimiento en la expresión de varios genes y detectar diferencias entre 

las fases gametofíticas y tetraesporofíticas en el alga roja Gracilariopsis lemaneiformis. Los 

resultados mostraron varios genes homólogos de enzimas implicados en rutas metabólicas 

relacionadas con el desarrollo, transporte vesicular o crecimiento, sugiriendo su implicación 

en la diferenciación de fases del alga. No obstante, muchas de las secuencias evaluadas no 

presentaron similitud con secuencias actualmente depositadas, por lo que su función sigue 

siendo desconocida.

En 2013, Nakamura y colaboradores secuenciaron el genoma de Pyropia yezoensis e identi-

ficaron 10.327 genes de los cuales, estimaron que el 1% presentaba funciones relacionadas 

con el proceso reproductivo. Para inferir la función in silico de cada gen emplearon el pro-

grama BlastP (e value <1e-5) y la base de datos Gene Ontology. 

Una aproximación similar ha sido establecida para Chondrus crispus (Collén et al., 2013, 2014). 

La secuenciación de su genoma y la anotación de 9.606 genes ha permitido la descripción 

de genes relacionados con el metabolismo de los carbohidratos, oxilipinas o compuestos 

halogenados. A destacar son los resultados mostrados como respuesta a condiciones estre-

santes, p.e: variaciones de salinidad, altas temperaturas o tratamiento con MeJa, donde se 

ha visto expresión diferencial de numerosos genes correspondientes a proteínas de estrés 

o enzimas antioxidantes, tales como la GSTs, la ascorbato peroxidasa (APX) o la superóxido 

dismutasa (SOD) entre otras (Collén et al., 2006, 2007).

En este sentido por tanto, se observa como diversos grupos de genes son activados o re-

primidos durante el ciclo de vida de estos organismos. Mas aún, si consideramos que las 

algas se encuentran en medios sumamente cambiantes debido a las diferentes condiciones 

ambientales, donde las variaciones de salinidad, temperatura u horas de luz suponen la 
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dinámica constante, los organismos deben ser capaces de responder a los mismos de una 

manera rápida y eficiente. Consecuentemente, estas modificaciones, como resultado de una 

rápida aclimatación, serán reflejadas a nivel molecular en su transcriptoma. No obstante y a 

pesar de que los cambios a nivel fisiológico y molecular están estrechamente relacionados, 

establecer las bases por las que estas relaciones causa-efecto ocurren, es altamente com-

plicado y más aún, asociarlos de manera directa a un proceso fisiológico determinado, en 

este caso la reproducción (García-Jiménez y Robaina, 2017, en prensa).

Comúnmente, este tipo de respuesta ante la acción de estímulos varios ha sido ampliamente 

identificada en diferentes algas y hongos (Fu et al., 2014; Gerken et al., 2015; Velez et al., 2015; 

Qiao et al., 2016), diferenciándose entre lo que sería una respuesta de aclimatación, relativa-

mente rápida y normalmente asociada a variaciones del medio, frente a una de adaptación, 

más lenta y con cambios fisiológicos subyacentes más complejos como ocurre en las plantas 

superiores (Whitehead, 2012).

En algas, la aclimatación del transcriptoma en respuesta a las condiciones del entorno es 

un proceso común el cual ha sido observado en diferentes especies. Asi por ejemplo, se ha 

visto como en Prochlorococcus sp. existe expresión diferencial de genes en respuesta a la 

adición de hierro al medio de cultivo sugiriendo la activación de los mismos como mecanismo 

de protección (Thompson et al., 2011); Emiliania huxleyi es capaz de responder a situaciones 

limitantes de sulfato mediante la sobreexpresión de diversos genes de la ruta de síntesis de 

carbohidratos y ácidos grasos (Bochenek et al., 2013) y Prymnesium parvum muestra sobre-

expresión de genes relacionados con el metabolismo del acetato y el transporte vesicular y 

transmembrana tras modificaciones en la salinidad del medio (Talarski et al., 2016). También 

en algunas macroalgas como Ectocarpus siliculosus, ocurre esta regulación diferencial de 

genes presentes en varias rutas metabólicas en respuesta a múltiples situaciones de estrés, 

tales como modificaciones en salinidad o presencia de metales (Dittami et al., 2009, 2011, 

2012; Ritter et al., 2010, 2014; Tonon et al., 2011).

En consecuencia, parece evidente que la expresión o silenciamiento de múltiples genes ocu-

rre de manera constante en los organismos. Es asumible que una batería de genes diver-

sos se vea afectada durante un proceso, p.e: genes de respuesta a estrés, de elongación 

o senescencia entre otros y en los diferentes tejidos, tanto si el vegetal se encuentra en un 

estado reproductivo como vegetativo. No obstante y como se ha señalado previamente, este 

hecho no significa necesariamente que dicha expresión sea resultado directo del proceso 

reproductivo sino más bien de alguna de las vías de señalización que pueden estar actuando 

de manera paralela. 
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Por tanto es imprescindible a la hora de designar un gen como candidato de un evento, como 

es la reproducción, que este sea consciente como marcador del proceso fisiológico y 

establecer un diseño y metodología experimental adecuada que nos ayude. Más aún, es 

necesario que dicho gen presente capacidad señalizadora durante el proceso estudiado y 

bajo las diferentes condiciones de estudio planteadas.

ODC como gen candidato en la reproducción de las algas rojas

En algas rojas no existían evidencias previas de un gen candidato en la reproducción. No obs-

tante, los estudios del grupo de investigación mostraron que el gen ODC podría verse implicado 

y afectado a nivel de expresión durante la carpoesporogénesis, por lo que se presentaba como 

un candidato bastante probable. En 2009, la identificación de la secuencia del gen ODC median-

te paseo cromosómico (GiODC, FJ 223132) permitió la caracterización y monitorización de su 

expresión durante las etapas fértiles e infértiles de G. imbricata (García-Jiménez et al., 2009).

Dos aproximaciones fueron planteadas para el establecimiento de ODC como gen candidato: la 

primera, mediante PCR cuantitativa y a través del fluoróforo Syber Green y sonda de hidrólisis, 

demostró que existía expresión diferencial en función del tejido (zona basal del talo frente a la 

apical) y el grado de desarrollo o maduración del mismo (presencia o ausencia de cistocarpos). La 

segunda aproximación, con el empleo de la técnica de hibridación in situ (ISH) confirmó expresión 

diferencial coincidente con las actividades enzimáticas medidas previamente para la ODC y los 

niveles endógenos de las PAs. Esto es, la zona basal del talo, donde no se encuentra la estructura 

reproductiva, presenta niveles superiores de expresión de GiODC en comparación con la zona 

apical con cistocarpos. Asimismo, los niveles de expresión son máximos en tejido infértil, coinci-

diendo con elevados niveles de actividad enzimática y concentración de PAs, e invariablemente 

disminuyen según el cistocarpo madura y se hace visible (García-Jiménez et al., 2009) (Fig. 2).

Fig 2: Esquema de transición desde un estado infértil a fértil en tejido de Grateloupia imbricata.
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Este claro patrón en el comportamiento génico durante todo el proceso reproductivo y bajo 

diferentes condiciones experimentales, parece señalar de manera muy concreta una rela-

ción directa entre GiODC y la transición a una etapa reproductiva en G. imbricata. Por todo 

ello, el gen GiODC se propuso como candidato de la regulación del proceso reproductivo 

(García-Jiménez y Robaina, 2015, 2017). 

Regulación génica de GiODC

La regulación génica comprende diferentes etapas que hacen de este proceso un intere-

sante objeto de estudio tanto desde un punto de vista fisiológico como biotecnológico, el 

cual nos ofrece la posibilidad de obtener un mayor conocimiento en diferentes ámbitos. 

Dicha regulación es extremadamente compleja y comprende multitud de componentes, los 

cuales son a su vez dependientes tanto de factores internos (p.e: el estado fisiológico del 

vegetal), externos (factores bióticos o abióticos), así como de todas las interacciones que  se 

establecen entre ellos mismos. La regulación puede llevarse a cabo mediante la remodela-

ción y/o cambios en la estructura de la cromatina; la transcripción o síntesis del transcrito 

primario; el procesamiento post-transcripcional del ARN mensajero (mARN);  la degradación 

del mARN; la traducción o síntesis de proteínas; y la modificación y/o degradación de la pro-

pia proteína. De entre todos ellos, la regulación a nivel transcripcional y post-transcripcional 

son a priori los más determinantes. 

El proceso de transcripción supone toda una serie de complejos mecanismos asocia-

dos en los cuales la información contenida en el ADN es transcrita a una molécula 

de ARN mensajero que mantiene dicha información y posibilita la obtención de dife-

rentes proteínas. En general se acepta que este nivel de regulación es primeramente 

determinado por las interacciones entre unas proteínas conocidas como factores de 

transcripción (FTs) y el ADN. Comúnmente, se distinguen cuatro grupos proteicos (Rie-

chmann, 2002): 

· los FTs ‘básicos o basales’ y sus elementos asociados (conocidos comúnmente como 

‘Factores de Transcripción Generales o GFTs’), 

· los FTs con capacidad para unirse a secuencias conservadas y específicas del ADN (nor-

malmente denominados FTs ‘generales o comunes’), 

· co-activadores y cofactores, y

· proteínas relacionadas con el empaquetamiento de la cromatina. 
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En la siguiente tabla (Tabla 3) se detallan los diferentes elementos proteicos, su función ge-

neral y el motivo que lo caracteriza. 

Tabla 3: Diferentes elementos reguladores a nivel transcripcional. UPE: Upstream Promoter Element, 

DPE: Downstream Promoter Element, BRE: B-recognition element, Inr: Iniciadores. 
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Figura 3: Esquema de algunos de los diferentes elementos reguladores a nivel transcripcional. ‘E’ deno-

mina ‘exón’ e ‘I’, intrón.

En la figura 3, se muestra un sencillo esquema de la estructura de un gen y la localización de 

estos TFs.

En general, las regiones situadas en los extremos (5’ y 3’) de la zona codificante de los genes 

son conocidas como regiones UTR (Untranslated Regions). Inicialmente, fueron considera-

das ‘ADN basura’, no obstante su implicación en la regulación de genes implicados en nume-

rosos procesos celulares como respuesta ante diferentes tipos de estrés biótico y abiótico, 

procesos de desarrollo y diferenciación celular, metabolismo o defensa (Molina y Grotewold, 

2005) las han convertido en objetivo interesante de estudio. Aunque tanto la 5’ UTR como la 3’ 

UTR presentan capacidad reguladora, de manera general la 5’ ha sido asociada con la etapa 

de iniciación en la traducción mientras que la 3’ parece afectar en mayor medida la estabili-

dad del transcrito y su degradación (Day y Tuite, 1998). 

De manera específica, la 5’ UTR se caracteriza por la presencia de una caperuza en el extre-

mo 5’ (cap-5) compuesta por un nucleótido de guanina ligado al ARNm mediante un enlace 

trifosfato 5’-5’ (Banerjee, 1980). No se conoce con seguridad la función de esta caperuza 

pero se ha descrito su implicación en la estabilización del ARNm (Meyer et al., 2004) así como 

sugerido un papel determinante en la prevención de proteínas anómalas, ya que imposibilita 

la formación del PIC (Complejo de Pre-Iniciación) cuando no concurren todos los factores o 

elementos de iniciación (eIF) necesarios (Mitchell et al., 2010). 

Asimismo, la estructura y composición nucleotídica de esta secuencia parece desempeñar 

un papel clave a la hora de la regulación a decir de las marcadas diferencias entre los genes 

constitutivos y los regulados (Ganapathi et al., 2005). En este sentido, se ha comprobado que 

la presencia de elementos, secuencias o estructuras en la 5’ UTR es determinante para el 

comienzo de la traducción ya que pueden imposibilitar la unión directa con la subunidad 40S 

o con proteínas reguladoras de unión (Day y Tuite, 1998). 
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El estudio de estas regiones y de manera paralela los elementos presentes en las mismas, 

especialmente los FTs, ha puesto de manifiesto que estas proteínas constituyen una parte 

considerable del genoma de diversos organismos eucariotas. Así en la planta modelo Arabi-

dopsis sp. se ha observado que en torno al 5% del genoma contiene la información necesaria 

para la codificación de más de 1.500 FTs, de los cuales, el 45% está englobado en familias 

presentes únicamente en plantas. 

Sin entrar en mucho detalle, la importancia funcional de estos elementos radica por un lado en 

que mediante la acción combinada de los mismos tiene lugar la correcta formación del PIC  y por 

tanto el inicio de la síntesis del transcrito primario; y por otro lado, la existencia de los FTs con 

afinidad por secuencias específicas de ADN situadas en posiciones variables con respecto a los 

genes que regulan permite controlar la transcripción mediante la activación y/o inhibición de los 

mismos. La activación y/o silenciamiento de un gen depende en gran medida del tipo de motivo 

presente en estos elementos y la naturaleza de los mismos (Riechmann et al., 2000; Riechmann, 

2002; Riaño-Pachón et al., 2008; Lang et al., 2010; Zhuang et al. 2011). 

Una vez el transcrito primario (pre-mRNA) ha sido sintetizado, este sufrirá diversos mecanismos 

previos a convertirse en un transcrito maduro, ser exportado al citoplasma y entrar al complejo 

ribosomal. En esta etapa ocurren los mecanismos de splicing o ‘ayuste’ por los cuales los intro-

nes son escindidos y se produce la unión de los exones mediado por las proteínas activadoras o 

silenciadoras del splicing. Estas proteínas pueden generar diferentes transcritos maduros a partir 

de un único pre-mARN como resultado del proceso de splicing alternativo (Watson et al., 2005). 

En este paso previo a la traducción es donde las regiones UTR ejercen su papel regulador, 

principamente por las interacciones entre el ARN y las proteínas, las cuales afectan la es-

tabilidad del transcrito primario pudiendo aumentar o disminuir su vida media, lo que como 

consecuencia determinará el nivel de expresión génica.

Incontables casos de este tipo de regulación existen en diferentes organismos. Por ejemplo, 

en Drosophila sp., la proteína Bicoid dirige el desarrollo embrionario a través de la regulación 

transcripcional así como mediante la interacción con el transcrito de Caudal, otra proteína, 

inhibiendo de esta manera su traducción e impidiendo por tanto su acumulación mediante el 

control post-transcripcional (Niessing et al., 2002).

En el caso particular del gen ODC, existen pocos trabajos sobre su regulación en vegetales. Por el 

contrario, y debido a la importancia de este gen en los procesos de proliferación celular ha sido 

ampliamente estudiado en animales (López Contreras, 2008). En referencia, se ha visto cómo en 
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células de mamífero el gen ODC puede ser regulado a nivel transcripcional (factores que afectan 

su expresión o presencia de elementos en sus regiones promotoras), a nivel pos-transcripcional 

y previo a la traducción (a través del control que ejerce la región 5’ UTR) y finalmente post-tra-

duccional (degradación del proteosoma 26 S sin necesidad de ser ubiquitanada (Bercovich et al., 

1989) o mediante la unión a antizimas. En este caso, la antizima se une a ODC y es trasladada al 

proteosoma, donde posteriormente es degradada (Hayashi et al., 1996; Pegg, 2006).  

De manera específica, en la macroalga roja G. imbricata, los únicos datos disponibles son 

resultado de un estudio en el cual los autores mostraron que una elevada concentración de 

Spm actuaba como control negativo de ODC, manteniendo en un nivel adecuado su actividad 

enzimática (Sacramento et al., 2007). Tras diferentes ensayos con una preparación semipu-

rificada de esta enzima, se observó como la misma era capaz de mantenerse activa durante 

20 días, siendo posteriormente inhibida por tratamiento con difluorometilornitina (DFMO), un 

inhibidor específico de ODC, y por Spm añadida de manera exógena. Los datos mostraron 

que la inhibición mediada por Spm era muy superior (hasta el 90%), lo que parece indicar una 

autoregulación por parte de enzimas de la misma ruta biosintética. En este sentido, pocos 

datos existen a nivel molecular que nos permitan aseverar las vías, factores o elementos 

implicados; sin embargo, las evidencias sugieren regulación a diferentes niveles, estable-

ciendo un amplio marco para su investigación.

En consecuencia, parece evidente que la expresión diferencial de un gen es el resultado final de 

una multitud de procesos combinados y por tanto, el estudio de ODC en G. imbricata debe abor-

dar por un lado la estructuración y composición de su región 5’ y por otro, ahondar en el cono-

cimiento de los FTs o elementos localizados en la misma. Todo ello supone un paso fundamental 

para entender en primer lugar el proceso de regulación génica y su implicación en los eventos 

ocurridos durante la carpoesporogénesis, y en última instancia cómo controlar su expresión.
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Hipótesis y objetivos del capítulo

El conocimiento de la estructura molecular de un gen parece requisito indispensable para 

descifrar las complejas redes de regulación que afectan su expresión y determinan un pro-

ceso fisiológico determinado. Bajo esta premisa y para obtener un mayor conocimiento sobre 

las vías de regulación moleculares implicadas en el proceso reproductivo en la macroalga 

roja G. imbricata, el gen ODC, cuya expresión varía de manera diferencial durante dicho pro-

ceso, se presenta como gen candidato para la determinación del mismo. Por ello, se plantean 

como objetivos específicos: 

  i) la obtención de parte de la región 5’ del gen de la ornitina descarboxilasa en el alga roja 

Grateloupia imbricata (GiODC) mediante la implementación de la técnica de amplificación 

inversa y de acuerdo a dos enfoques diferentes;

 ii) el análisis de la secuencia 5’ para ahondar en su estructura e identificar posibles elemen-

tos reguladores contenidos en la misma;

iii) la clasificación de los elementos identificados en base a su función biológica y familia o super-

familia que los engloba y una revisión de aquellos con potencial regulador sobre GiODC;

iv) comparación de diferentes regiones 5’ UTR correspondientes a genes ODC en diferentes 

organismos y generación de un arbol filogenético de dichas secuencias con el objetivo de 

observar las posibles diferencias y/o similitudes entre diferentes reinos y,

 v) estudios de expresión génica a tiempo real, mediante RT-qPCR, bajo diferentes tratamien-

tos de inducción de la reproducción.
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Material y Métodos

1. Paseo cromosómico e IPCR

A partir del fragmento del gen ODC, se pretende ampliar la zona 5’ del mismo para la identificación 

y el estudio de los factores presentes. Para ello se desarrolla el método de paseo cromosómico o 

chromosome walking, el cual ha sido comúnmente empleado en el mapeo físico y el clonaje posicio-

nal. El paseo cromosómico consiste en la obtención de la secuencia nucleotídica adyacente a una 

región de ADN conocida. De manera resumida, se diseñan cebadores en dirección externa al frag-

mento mencionado, el cual es digerido y mediante sucesivas amplificaciones se obtienen secuen-

cias adyacentes cuyo solapamiento permitirá la reconstrucción de la secuencia anterior y posterior. 

De acuerdo a estas premisas, y a partir de la secuencia de 1.861 bp correspondiente al gen 

de G. imbricata (Acc. Num: FJ FJ223132) se seleccionaron los primeros 500 nt y se desarrolla-

ron dos procedimientos para el paseo cromosómico con algunas variaciones entre ellos, las 

cuales se describen a continuación. 

Aproximación 1 

La primera aproximación, de acuerdo a Ochman y colaboradores, 1988, consiste en diseñar 

cebadores dentro de los primeros 500 nt situados hacia el extremo 5’ del gen GiODC y posterior-

mente emplear enzimas de restricción cuyo sitio de corte se encuentre fuera de la misma lo que 

generará fragmentos genómicos de distinto tamaño. Para el diseño de cebadores se empleó 

el software Primer 3 (http://www.bioinfo.ut.ee/primer3/) (empleando los parámetros por defec-

to). Se obtuvieron ocho cebadores: cuatro con orientación forward (iPCRODCf1, iPCRODCf2, 

iPCRODCf3, iPCRODCf4) y cuatro con orientación reverse (iPCRODCr1, iPCRODCr2, iPCRODCr3, 

iPCRODCr4) (Tabla 4). La localización de los cebadores en la secuencia se muestra en la figura 4.

Tabla 4: Cebadores diseñados con el programa Primer 3 para la metodología tradicional de acuerdo a 

Ochman et al., 1988.
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La combinación de estos cebadores previamente diseñados permitió establecer 7 juegos 

distintos para la primera ronda y 20 para la segunda (nested) ronda de amplificación, la cual 

servirá como confirmación del fragmento amplificado (Tabla 5).

Fig 4: Localización en la secuencia de GiODC de los cebadores empleados en la metodología implemen-

tada de acuerdo a Ochman et al., 1988. El codón de inicio ATG se marca en rojo.

Tabla 5: Combinaciones de cebadores empleados en las rondas de amplificación de acuerdo al método 

tradicional de Ochman et al., 1988.



Capítulo I

69

A continuación, el ADN genómico obtenido tal como se explica en el apartado de Material 

y Métodos general (apartado 3), fue posteriormente digerido mediante 7 enzimas diferentes: 

Alu I (-AGCT), BamHI (-GGATCC), EcoRI (-GAATTC), EcoRV (-GATATC), HindIII (-AAGCTT), SacI 

(-GAGCTC) y XhoI (-CTCGAG), las cuales no presentan ningún sitio de corte dentro de la zona 

de nuestro gen escogida para el diseño de cebadores. La elección de estas enzimas se realizó 

a partir de una digestión previa in silico del fragmento codificante del gen GiODC (Acc. number: 

FJ223132) con el software NEBcutter (V2.0, BioLabs, New England http://tools.neb.com/NEBcu-

tter2), el cual permite seleccionar el tipo de enzima a usar, el número de cortes, así como dife-

rentes parámetros (si la secuencia es lineal o circular o seleccionar únicamente una parte de la 

misma para el análisis). Las características de las enzimas empleadas se muestran en la tabla 6.

Tabla 6: Enzimas de restricción empleadas en la metodología tradicional de acuerdo a Ochman et al., 

1988.

Las condiciones experimentales para el proceso de digestión fueron aquellas establecidas 

por el proveedor. Cada digestión se realizó de manera individual en microtubos de 1,5 mL 

estériles en bloque calefactor durante 3 horas a 37 ºC; las digestiones se realizaron en un 

volumen final de 20 μL tal como se especifica a continuación:

· 2,5 μL de ADN genómico

· 1 μL de la enzima (*)

· 2 μL de buffer 10X (específico de cada enzima) 

· 14,5 μL de DDW

(*) La concentración final de las enzimas en la reacción depende de la concentración inicial 

de cada una y viene especificada por el proveedor (Tabla 6).
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Tras la digestión,  las enzimas fueron inactivadas durante 20 min de acuerdo a la temperatura 

especificada en la tabla 6. Finalmente, se realizó una electroforesis de comprobación en gel 

de agarosa (1%), 75 V, para determinar que el ADN estaba completamente digerido. En caso 

contrario, la digestión se prolongó durante 1 o 2 horas más. 

Los fragmentos digeridos fueron purificados mediante el sistema comercial de purificación 

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison WI, USA). Este es un sistema 

de purificación en columnas para fragmentos de ADN de entre 55 pb hasta más de 10 kb. Se 

basa en la afinidad del ADN a las membranas de sílice contenidas en las columnas, las cua-

les retienen el ADN, y tras sucesivos lavados permiten obtener un ADN libre de impurezas. 

Tras la digestión y purificación, se realiza el proceso de ligación, el cual consiste en la circu-

larización de los fragmentos de ADN. Este proceso permite el establecimiento de un enlace 

fosfodiéster entre los extremos generados tras la digestión con las endonucleasas. Se em-

pleó la enzima T4 ligasa (Promega, Madison WI, USA), dependiente de ATP, para la ligación 

de los distintos fragmentos. En detalle, el protocolo consistió en la incubación de los reacti-

vos (tabla 7) en un horno de incubación a 20 ºC durante aproximadamente 16-18 horas. Cada 

reacción se realizó en microtubos individuales.

Tabla 7: Reactivos empleados en la ligación de los fragmentos de ADN.

Tras la incubación, los fragmentos ligados son sometidos a un incremento de temperatura a 

70 ºC durante 20 minutos para inactivar la enzima. Finalmente, se repite el paso de purifica-

ción con el sistema Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up previo al proceso de amplificación.

A continuación se realiza la amplificación del ADN. Todas las reacciones de amplificación se 

llevaron a cabo en un termociclador MyCyclerTM, (Biorad, Hercules, CA, USA) manteniendo 

las siguientes condiciones para ambas rondas: desnaturalización de la doble hebra de ADN 
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a 94 ºC durante 1,5 min, hibridación durante 1 min y elongación durante 5 min a 72 ºC. Estas 

tres etapas componen un ciclo, las cuales se repitieron 38 veces. Asimismo, se incluyó un 

aumento inicial de temperatura, 96 °C durante 5 min, para asegurar la desnaturalización de 

ambas cadenas de ADN y una etapa final de elongación de 10 min a 72 ºC. La temperatura de 

hibridación se modificó en función de los distintos juegos de cebadores. El volumen final de 

las reacciones fue 50 µL, tal como se establece en la tabla 8.

Tabla 8: Reactivos empleados en las distintas reacciones de amplificación de los fragmentos de 

ADN.

Todos los productos de amplificación fueron comprobados mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1% en tampón TAE (1%) a 75V. Aquellos casos en los que se obtuvo una banda úni-

ca, esta fue extraida del gel de agarosa y purificada usando el sistema Wizard® SV Gel and 

PCR Clean-Up System (Promega, Madison WI, USA). La secuenciación fue llevada a cabo por 

la Unidad de Secuenciación de Sistemas Genómicos, Valencia, España.
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Un esquema simplificado de las distintas etapas del proceso se muestra en la figura 5.

Figura 5: Esquema simplificado del proceso de amplificación de acuerdo al método tradicional de 

Ochman et al. 1988. F1 y F2 representan los cebadores con orientación forward, R1 y R2 represen-

tan los cebadores con orientación reverse y ‘ER’ representa los sitios de corte de las enzimas de 

restricción.

Aproximación 2

La segunda aproximación consiste en la introducción de una segunda digestión tras la li-

gación y previa al proceso de amplificación (Triglia et al., 1988; Silver y Keeritake, 1989). De 

esta manera se consigue linearizar el ADN haciendo más accesible el acoplamiento de la 

polimerasa. Esta segunda digestión se realiza con endonucleasas cuyo sitio de restricción 



Capítulo I

73

se encuentra dentro de nuestra secuencia de estudio, pero que presenten un sitio único de 

corte para asegurar que la zona donde se han diseñado los cebadores quede en los extremos 

del fragmento a amplificar. En la figura 6 se muestra un esquema simplificado de las etapas 

de este procedimiento. 

Figura 6: Esquema simplificado del proceso de amplificación modificado tras la inclusión de una se-

gunda digestión de acuerdo a Triglia et al., 1988; Silver y Keeritake, 1989. F1 y F2 representan los 

cebadores con orientación forward, R1 y R2 representan los cebadores con orientación reverse y ‘ER’ 

representa los sitios de corte de las enzimas de restricción.

En este caso, el diseño de cebadores se realizó con el programa Primer 3 (http://www.

bioinfo.ut.ee/primer3/) de acuerdo a lo descrito previamente. Se diseñaron 6 cebadores 

adicionales: tres con orientación forward (PF1, PF2 y PF3) y tres con orientación reverse 

(PR1, PR2 y PR3) (Tabla 9). La localización de los cebadores sobre la secuencia GiODC se 

muestran en la figura 7.
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La elección de las enzimas de restricción se realizó con el programa NEBcutter, de acuerdo 

también a lo descrito previamente. En este caso, se seleccionaron dos enzimas con un sitio 

único de corte dentro de nuestra región de estudio las cuales serán empleadas en la segunda 

digestión. Las características de las enzimas así como sus lugares de corte en la secuencia 

GiODC se muestran en la tabla 10 y figura 8 respectivamente.

En esta aproximación se realizó una primera digestión con las enzimas mostradas en la 

tabla 6 de acuerdo al protocolo previamente descrito. De igual manera y a continuación se 

ligaron los fragmentos con la enzima T4 ligasa (Promega, Madison WI, USA). Finalmente 

Tabla 9: Cebadores diseñados con el programa Primer 3 para la metodología implementada de acuer-

do a Triglia et al., 1988; Silver y Keeritake, 1989.

Figura 7: Localización en la secuencia del gen GiODC de los cebadores empleados en la metodología imple-

mentada de acuerdo a Triglia et al., 1988; Silver y Keeritake, 1989. El codón de inicio ATG se marca en rojo. 
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se incluyó una segunda digestión con las enzimas mostradas en la tabla 10. Todas las reac-

ciones de digestión se realizaron en microtubos individuales y la concentración final de las 

enzimas para cada digestión se especifica en las tablas 6 y 10. Asimismo, la combinación 

de todas las enzimas seleccionadas nos permitió disponer de 14 juegos para la digestión 

separada del ADN previo a la amplificación (Tabla 11).

Una vez obtenido el ADN doblemente digerido, este se sometió a sucesivas amplificaciones 

bajo las condiciones de reacción previamente descritas. En este caso, la selección de las 

parejas de cebadores se hizo en base a la enzima empleada en la segunda digestión, ya que 

es la que determinará la secuencia que quedará situada en los extremos de la región a am-

plificar. Las parejas empleadas se muestran en la tabla 12.

Tabla 10: Enzimas de restricción empleadas en la segunda digestión de acuerdo al método establecido 

por Triglia et al., 1988; Silver y Keeritake, 1989.

Figura 8: Secuencia de los primeros 500 nucleótidos del gen ODC de Grateloupia imbricata (Acc. num-

ber: FJ223132) y localización de los sitios de corte de las enzimas de restricción escogidas para la 

segunda digestión. En negrita se marca BssSI, en negrita y subrayado XbaI y en negrita y letra capital 

el codón de inicio (ATG).
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Todos los productos de amplificación fueron comprobados mediante electroforesis en gel 

de agarosa al 1% en tampón TAE (1%) a 75V. Aquellos casos en los que se obtuvo una banda 

única, esta fue extraída del gel de agarosa y purificada usando el sistema Wizard® SV Gel 

and PCR Clean-Up System (Promega, Madison WI, USA).

Tabla 11: Diferentes combinaciones de enzimas para las dos rondas de digestión.

Tabla 12: Combinaciones de cebadores empleados en la segunda metodología de acuerdo a Triglia et 

al., 1988; Silver y Keeritake, 1989.
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La secuenciación fue llevada a cabo por la Unidad de Secuenciación de Sistemas Genómi-

cos, Valencia, España.

2. Análisis de las secuencias obtenidas e identificación de la zona 5’ UTR 
del gen GiODC

Para el análisis de las secuencias obtenidas, se realizaron alineamientos locales entre los 

fragmentos secuenciados y la región codificante del gen (GiODC, Acc. number: FJ223132) 

empleando el programa de alineamiento de secuencias Water EMBOSS (Rice et al., 2000) con 

los parámetros establecidos por defecto. El alineamiento se generó a partir del codón de ini-

cio de la transcripción ATG hacia el extremo 5’. Las diferentes secuencias generadas hacia el 

extremo 5’ derivadas de la unión del fragmento original con fragmentos de diferente longitud 

de la secuencia obtenida fueron comprobadas mediante el programa Blastn. La validación de 

las mismas se hizo en base a i) un valor del solapamiento superior al 50% y ii) la identificación 

de la secuencia resultante como ODC en G. imbricata. 

Para la identificación y localización de motivos reguladores o factores de transcripción (FTs) 

contenidos en la región 5’ del gen GiODC, se realizó un análisis de la misma con las bases de 

datos mostradas en la tabla 13. 

Tabla 13: Bases de datos empleadas para el análisis de la secuencia y la identificación de motivos 

reguladores en la misma.
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Continuación tabla 13:

3.  Estructura nucleotídica de la 5’ UTR y relación filogenética

Con el objetivo de intentar establecer una posible similitud estructural entre la región 5’ de 

diferentes genes ODC y la presencia de motivos conservados, se empleó la base de datos 

UTRdb para i) compilar las secuencias existentes correspondientes a la región 5’ de dicho 

gen, ii) identificar motivos o elementos conservados comunes y iii) realizar la construcción 

de un árbol filogenético. 

La base de datos UTRdb (http://itbtools.ba.itb.cnr.it) contiene secuencias de las regiones 

UTR (3’ y 5’) para organismos de diferentes grupos. De las secuencias anotadas, se re-

copilaron un total de 68 correspondientes a 14 mamiferos (anotadas en la base de datos 

como ‘Mam’); 4 a roedores (‘Rod’); 15 a invertebrados (‘Inv’); 7 a plantas (‘Pln’); 23 a prima-

tes (‘Pri’) y 5 a vertebrados (‘Vrt’) (Tabla 14). Aquellas secuencias redundantes, es decir, 

múltiples anotaciones para el mismo organismo, y aquellas con una longitud inferior a 200 

nucleótidos, consideradas poco restrictivas a la hora de realizar el alineamiento, fueron 

descartadas.
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Tabla 14: Especies identificadas en la base de datos UTRdb con secuencias anotadas para la región 

5’ UTR para el gen ODC. Las especies marcadas en negrita y subrayadas fueron empleadas en la rea-

lización del árbol filogenético.
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Figura 9: Archivo FASTA con el alineamiento de todas las secuencias empleadas para la realización 

del test filogenético con el programa MEGA v.7.0.21.
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Finalmente, un total de 12 secuencias, identificadas en negita y subrayadas en la tabla 14 fue-

ron seleccionadas para la realización del test filogenético y dos más empleadas como grupo 

externo y correspondientes al gen de la arginina descarboxilasa (ADC) de Populus trichocar-

pa (álamo) y Vitis vinifera (vid). Con todas ellas, se realizó un alineamiento con el programa 

Clustal Omega (McWilliam et al., 2013) el cual es indicado para alineamientos múltiples con 

secuencias de longitud media-larga. Se seleccionaron los parámetros por defecto y se mar-

có la casilla DNA para indicar la naturaleza de las muestras. Realizado el alineamiento, este 

se descargó en un archivo de texto y se introdujo en el programa MEGA v.7.0.21 (Kumar et al., 

2016) para análisis genético y evolutivo de secuencias de ADN y proteínas. Este archivo fue 

convertido a formato FASTA (Fig. 9) y fue empleado posteriormente en la realización de un 

árbol filogenético con los parámetros establecidos por defecto por el programa e indicados 

en la tabla 15.

Tabla 15: Parámetros empleados para la generación de un árbol filogenético empleando el programa 

MEGA v. 7.0.21.
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Asimismo, cada una de las 12 secuencias fue analizada in silico a través de la base de datos 

Jaspar Core (http://jaspar.genereg.net/) para la detección de la presencia o no de motivos 

reguladores. Esta base de datos contiene anotadas las secuencias correspondientes a di-

ferentes motivos y elementos reguladores para diferentes especies vegetales. Asimismo, 

permite introducir la secuencia estudio para el análisis e identificación de todos los motivos 

conservados y por otro lado, seleccionar únicamente aquellos motivos de interés y realizar 

una búsqueda en base a los mismos.

4. Análisis de la expresión diferencial de GiODC

4.1: Tratamiento de las muestras

A partir de los estudios previos in vitro, se han podido establecer dos puntos de referencia 

claros para evaluar la expresión génica de GiODC como gen candidato de la reproducción: i) 

el tiempo necesario de tratamiento inductor (elicitation period), y ii) el tiempo que tardan en 

aparecer las primeras estructuras reproductoras (disclosure period).

Para valorar la expresión génica mediante PCR a tiempo real (RT-qPCR), se probaron tres 

tratamientos inductores de la carpoesporogénesis de G. imbricata - fotoperiodo (FP), etileno 

(ET) y metil jasmonato (MeJa)- y que además estaban relacionados con la presencia de los 

factores de transcripción en la zona 5’ UTR de GiODC.

En relación al FP, el tratamiento se realizó de acuerdo a lo descrito en el apartado 2.1 del 

Material y Métodos general (Tabla 16).

El tratamiento con ET se realizó de acuerdo a lo descrito en el apartado 2.2 del Material y 

Métodos general (Tabla 16).

Para el tratamiento con MeJa se procedió de acuerdo a lo descrito en el apartado 2.3 del 

Material y Métodos general (Tabla 16). 

Todo el material se aclimató previo a cada experimento durante 2 días en acuarios de 8 L de capa-

cidad, y se mantuvo en cultivo con fotoperiodo 18 h L: 6 h O con una irradiancia de 50 μmol m−2 s−1.

 La expresión fue medida tras el tratamiento inductor (t=0) y en el momento en que los cisto-

carpos fueron visibles (t=d), de acuerdo a la tabla 16.



Capítulo I

83

Tabla 16: Tipos de inductores empleados para evaluar el nivel de expresión de GiODC durante el de-

sarrollo del cistocarpo. STS: Silver thiosulphate (inhibidor). (**) representa el tratamiento inductor. 

L : O (Luz: Oscuridad).

La valoración de la expresión se realizó por triplicado con dos réplicas independientes cada 

una para cada uno de los tratamientos. Para ello, de cada tratamiento, se obtuvo ARN me-

diante el protocolo establecido para el reactivo TRI (Sigma-Aldrich) tal como se ha descrito 

en el apartado 4 del Material y Métodos general. La calidad del ARN se determinó mediante 

gel de agarosa en base a la presencia de las dos bandas de ribosómico correspondientes y 

se cuantificó su concentración mediante espectrofotómetro segun lo descrito en el apartado 

4.1 de Material y Métodos general.

La síntesis de ADNc fue realizada mediante transcripción inversa de acuerdo a lo descrito en 

el Material y Métodos general apartado 5.

4.2: Determinación de la expresión

La expresión de GiODC se normalizó de acuerdo a los genes constitutivos previamente 

validados por García-Jiménez y colaboradores, 2009 (Tabla 17). mediante el programa 

GeNorm. Para ello y en base a lo establecido por Vandesompele y colaboradores (2002, 

2009), se determinó la media geométrica de nuestro gen de interés y se normalizó a la 

media de los genes constitutivos. El programa por tanto da un valor de corrección el 

cual debe aplicarse a los datos brutos de expresión. Los resultados se expresan como 

la media ± desviación estándar (SE), tomando como valor 1 los controles correspon-

dientes.
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4.3: Análisis estadístico 

El análisis estadístico de los datos obtenidos por RT-qPCR se realizó empleando el programa 

Statgraphics Plus 3.1 para Windows (Statistical Graphics Co., Rockville, MA, EE.UU.). Para la 

determinación de las posibles diferencias existentes entre los diferentes grupos de muestras 

tratados y sus controles en los t=0 (periodo de inducción) y t=d (momento de aparición de 

cistocarpos), se llevó a cabo un análisis ANOVA para un factor (p ≤ 0,05).

Tabla 17: Secuencia y denominación de los cebadores de los genes constitutivos empleados en las 

reacciones de amplificación a tiempo real. GTLSR1: Grateloupia Large Ribosomal Sub-unit1; GTLS2: 

Grateloupia Large Ribosomal Sub-unit2; CCEF: Chondrus crispus Elongation Factor; HPEF: Haemato-

coccus Pluvialis Elongation Factor.
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Resultados

1. Paseo cromosómico, iPCR y análisis de las secuencias obtenidas

Aproximación 1

Tras diferentes pruebas de acuerdo al modelo tradicional de Ochman y colaboradores 

(1988) únicamente se obtuvo una secuencia de 242 nt tras la digestión con la enzima EcoRV 

y la consiguiente amplificación con los cebadores iPCRODCf3 (5’ GCCAACTATTTGTGGG-

TTCG 3’) e iPCRODCr4 (5’ GTTGGCAGCCATCCTGTTAT 3’) en primera ronda y iPCRODCf4 (5’ 

TCACTGAGAAAATGCCACGA 3’) e iPCRODCr3 (5’CCACAAGTCAGCGACGTAGA 3’) en nested 

(Tabla 18).

Tabla 18: Combinaciones de cebadores probadas y resultados obtenidos de acuerdo a la metodología 

de Ochman et al., 1988. 
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Aproximación 2

Tras la modificación del protocolo e introducción de una segunda digestión previa al pro-

ceso de amplificación, se obtuvieron varias secuencias en torno a los 100-200 nt (Tabla 19). 

A destacar, y tras la digestión del ADN con la enzima XhoI y posteriormente y con XbaI y la 

amplificación en primera ronda con iPCRODCf1 (5’ ATGGGAGTTGAAGCGGAGT 3’) y PR1 (5’ 

ACTGTTGCCATTTCCTTTGC 3’) y en segunda con iPCRODCf2 (5’ GCCCGTTGGATCTGGAGT 3’) 

y iPCRODCr3 (5’CCACAAGTCAGCGACGTAGA 3’), se obtuvo una banda de 602 nt (Tabla 19). 

Tabla 19: Combinaciones de cebadores probadas y resultados obtenidos de acuerdo a la metodología 

de Triglia et al., 1988; Silver y Keeritake, 1989.
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Continuación tabla 19:

Tras los diferentes análisis descritos en Material y métodos y de acuerdo al criterio estableci-

do (identificación como ODC y un porcentaje de similitud superior al 50% en el solapamiento 

con la región conocida de GiODC), la única secuencia que cumplía los mismos fue obtenida 

tras la amplificación con iPCRODCf1 y PR1 en primera ronda y en segunda ronda con iPCRO-

DCf2 y iPCRODCr3. La secuencia resultante del solapamiento así como los diferentes valores 

obtenidos se muestran en la figura 10 y la Tabla 20, respectivamente.

Figura 10: Secuencia correspondiente a la región 5’ de GiODC obtenida por iPCR.
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Tabla 20: Diferentes alineamientos entre GiODC y la secuencia obtenida por iPCR.
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2. Identificación y análisis de motivos conservados en la zona 5’ del gen 
GiODC

El análisis de la secuencia obtenida con las bases de datos mostradas en la tabla 13, per-

mitió la identificación de un total de 21 elementos conservados (Fig. 11). 

Figura 11: Localización en la secuencia obtenida de los motivos identificados mediante su análisis in 

silico con diferentes bases de datos.

Estos motivos se clasificaron en distintas familias y subfamilias de FTs de acuerdo a la bi-

bliografía consultada (Tabla 21) y, en su gran mayoría, se relacionan con distintos procesos 

fisiológicos en respuesta a estímulos variados.
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Tabla 21: Clasificación de los motivos y elementos identificados en las diferentes familias de 

proteínas.
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Continuación tabla 21:
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3. Estructura nucleotídica de la 5’ UTR de diferentes genes ODC

El estudio de la estructura de la secuencia 5’ así como su comparación con otras regiones 

5’ obtenidas de la base de datos UTRdb revela la presencia de motivos conservados en las 

mismas (tabla 22). En este caso, los motivos seleccionados están directamente implicados 

en la respuesta a los tratamientos inductores empleados, así Abi 4, SMZ y RAV responden 

a etileno; los factores PIFs a luz y los factores MYCs a la exposición a metil jasmonato.

La organización de los clades, conformados por las diferentes secuencias 5’ UTR, muestra 

la región 5’ de G. imbricata más próxima a P. infestans, un hongo de la clase Oomicetes, y a 

C. reindhartii, una microalga verde. Asimismo, el enrutamiento con P. infestans presenta un 

valor del 81% lo que nos está indicando una alta probabilidad de que efectivamente estas 

secuencias presenten similitudes estructurales (Fig. 12).

Continuación tabla 21:
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Tabla 22: Motivos reguladores identificados en las regiónes 5’ UTR-ODC recopiladas de la base de 

datos UTRdb y analizadas con Jaspar Core Plantae. ‘x/-’ denota ‘presencia/ausencia’ del elemento 

regulador respectivamente. 

Figura 12: Árbol filogenético obtenido con el programa MEGA v.7.0.211 y realizado con las secuencias 

recopiladas de la base de datos UTRdb.
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4. Análisis de la expresión diferencial de GiODC bajo diferentes trata-
mientos inductores de la reproducción

Los datos de expresión muestran expresión diferencial del gen GiODC en función del tratamiento 

inductor y el grado de maduración de las estrucuras reproductoras tal como se muestran en la 

tabla 23. La figura 13 es una representación esquemática de los tiempos empleados con los dife-

rentes inductoresy el periodo de visualización de las estructuras reproductoras.

Fig 13: Representación esquemática de los diferentes tratamientos inductores en G. imbricata. La 

barra superior representa el tiempo de duración para cada tratamiento. Las barras en blanco se 

corresponden con el tiempo de inducción durante el cual los cistocarpos no están presentes. Las 

barras en gris representan el tiempo entre la aplicación del tratamiento y la aparición de los cisto-

carpos. Por otro lado, las barras verticales negras representan el momento de disclosure o momen-

to en que los primeros cistocarpos se hicieron visibles.

Tanto el FP como el ET afectan GiODC de manera similar provocando un aumento en la expresión 

previo a la aparición de los cistocarpos y tras el periodo de inducción. En relación al FP, se obser-

van diferencias significativas 12 veces superiores con respecto al control (18 h L: 6 h O, valor 1 de 

expresión) para las muestras bajo FP 12 h L: 12 h O y día corto tras el tratamiento de inducción. Sin 

embargo, no se encontraron diferencias en los valores de expresión en el momento de aparición 

de los cistocarpos para ninguno de los FP (Tabla 23). 

Con respecto al ET, a t=0, se registró un aumento de 450 órdenes en la expresión de aque-

llas muestras tratadas en comparación con el control (nivel de expresión 1). Por otro lado, 
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la aparición de cistocarpos se corresponde con un incremento de 1,1 de expresión con 

respecto al control, lo que no es estadísticamente significativo. Aquellas muestras tratadas 

previamente con STS mostraron una expresión similar a los controles, tanto a t=0 como 

t=d (1,9 ± 0,10 y 1,0 ± 0,10) respectivamente, lo que no representa diferencias significativas 

(Tabla 23). 

Los resultados de expresión de las muestras tratadas con metil jasmonato muestran, por el 

contrario, un patrón diferente. Se observa un máximo de expresión (incremento de 37 veces) 

tras la aparición de los cistocarpos (t=d), mientras que, tras el periodo de inducción la ex-

presión es sólo 1,3 veces superior al control (sin MeJa ni inhibidor, nivel 1 de expresión). Las 

muestras previamente tratadas con fenidona muestran menor expresión que los controles 

tanto a t=0 como t=d (0,85 ± 0,11 y 9,1 ± 0,13) respectivamente (Tabla 23).

Tabla 23: Expresión normalizada de GiODC tras el periodo de inducción y en el momento de apa-

rición de los primeros cistocarpos para los diferentes tratamientos inductores. Los valores mues-

tran la media ± desviación estándar para cada tratamiento al final del periodo de inducción y en 

el momento de la aparición de los cistocarpos. Cada media resulta de tres replicados obtenidos 

de manera independiente. (*) indica las diferencias significativas entre las muestras tratadas y 

sus controles (p ≤ 0,05).



96

Expresión génica diferencial, por acción de compuestos volátiles,
durante la carpoesporogénesis de la macroalga roja Grateloupia imbricata

Discusión

A pesar de la importancia que las macroalgas representan en sectores varios de la sociedad 

actual: industria alimentaria, farmaceútica o cosmética entre otras, el conocimiento existente 

sobre su fisiología y mecanismos moleculares subyacentes es escaso en comparación con el 

de las plantas superiores. No obstante, la presión de la sociedad, cada vez más preocupada 

por la importancia de una vida y unos hábitos saludables, así como el mayor conocimien-

to disponible sobre la toxicidad de algunos productos presentes en el mercado, ha servido 

como aliciente para ahondar en los diferentes aspectos de estos organismos, los cuales en 

comparación con las plantas terrestres, presentan un alto potencial biotecnológico. 

Numerosos intentos por mejorar el conocimiento han sido llevado a cabo en los últimos años, 

poniendo de manifiesto la alta complejidad estructural, fisiológica y molecular de estos ve-

getales y destacando la importancia de un tejido competente (Baweja et al., 2009; García-Ji-

ménez y Robaina, 2015). 

De manera específica, el proceso reproductivo supone un verdadero reto para los inves-

tigadores ya que tanto la complejidad del mismo, acentuada por la alta variedad de fases 

presentes en los diferentes grupos taxonómicos, como por la falta de consenso en genes 

marcadores, dificultan enormemente la estandarización de resultados.

El trabajo aquí presentado aporta información sobre los factores de transcripción o motivos que 

influyen el proceso reproductivo en algas rojas. El estudio planteado ha sido abordado desde 

un punto de vista molecular, apoyándose en las experiencias y trabajos fisiológicos previos, 

con el objetivo principal de encontrar respuesta, o al menos intentar dar una posible explica-

ción a los cambios previamente observados in vitro. Asumiendo que cualquier modificación 

externa del individuo debe ser resultado de sucesos a nivel interno, el conocer los mecanismos 

y vías que rigen los mismos ayudará a entender mejor los diferentes aspectos involucrados.

Ciertamente, los estudios in vitro han ofrecido un sólido punto de partida debido principal-

mente a la robustez de los resultados. La reproducibilidad mostrada por la enzima ODC en los 

estudios de actividad enzimática y posteriormente a nivel génico (GiODC) han hecho de este 

gen un candidato potencial como señalizador de la transición a la etapa reproductiva en la 

macroalga roja G. imbricata. Asimismo, la identificación de las diferentes fases durante el 

ciclo de vida de esta alga indudablemente contribuyó al establecimiento de puntos de refe-

rencia para el cuidadoso control de la inducción de las estructuras reproductoras, fácilmente 
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distinguibles y reproducibles. En adición, el empleo de diferentes tratamientos inductores ha 

mostrado la capacidad de afectación de diferentes aspectos fisiológicos, pudiendose con-

trolar, entre otros aspectos, los periodos de maduración de las estructuras reproductoras in 

vitro lo que abre la puerta a estudios futuros de modificación y regulación del ciclo celular. 

Ahora bien, sobre lo establecido también es necesario un mayor conocimiento sobre los dife-

rentes aspectos que regulan la expresión de GiODC. Para ello, un primer paso es la obtención 

y conocimiento de la estructura 5’ UTR del gen, la cual influye en el proceso de transcripción 

del mismo.

1. Paseo cromosómico e iPCR

El gen ODC (FJ 223132) en G. imbricata se compone de un fragmento de 1.861 pb correspon-

dientes a la región codificante con la presencia de un intrón de 110 pb (García-Jiménez et 

al., 2009). En referencia a esta especie, no existen secuencias depositadas actualmente en 

la base de datos del NCBI, con la excepción de parte de la subunidad grande de la ribulo-

sa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RubisCo) (García-Jiménez et al., 2009) y parte de 

la subunidad 1 de la citocromo oxidasa en Grateloupia sp. (Yang y Kim, 2015). La enorme 

carencia de información sobre su genoma ha supuesto un gran hándicap en el trabajo 

aquí desarrollado. Por ejemplo, el desconocimiento de ciertas características fundamen-

tales como el porcentaje de G-C, dificultó la optimización del protocolo para la técnica de 

amplificación inversa a través del empleo de aditivos tales como el DMSO; que han sido 

probados efectivos en diferentes genomas ricos en G-C al ayudar a la separación de los 

puentes de hidrógeno formados entre estas bases (Hubé et al., 2005; Musso et al., 2006; 

Jensen et al., 2010). 

La metodología tradicional (Ochman et al., 1988) pese a haberse probado efectiva previamen-

te en nuestro organismo de estudio (García-Jiménez et al., 2009), no ofreció resultados sa-

tisfactorios en este caso. La probatura con los juegos de cebadores diseñados inicialmente 

únicamente resultó en la obtención de una secuencia de 242 nt tras la digestión con la enzima 

EcoRV y la consiguiente amplificación con los cebadores iPCRODCf3 e iPCRODCr4 en prime-

ra ronda y iPCRODCf4 e iPCRODCr3 en nested. Sin embargo, el estudio de esta secuencia y 

los posteriores alineamientos, no mostraron ni solapamientos significativos con GiODC ni si-

militud con secuencias depositadas en bases de datos conocidas; por lo que fue descartada. 

La falta de resultados positivos en este caso podría deberse a la dificultad de la polimerasa 

a anclarse al molde de ADN. Al encontrarse el ADN circularizado, cabe la posibilidad de que 



la polimerasa se viese impedida por la presencia de alguna estructura secundaria tipo hair-

pin presente en la región 5’ (Loewen y Switala, 1995) ya que, es necesario considerar que al 

fin y al cabo, la transcripción es un proceso complejo cuya correcta iniciación y desarrollo 

requiere la interacción física de múltiples componentes. De nuevo, la falta de información 

sobre la estructura del genoma de Grateloupia sp. imposibilita una aseveración precisa al 

respecto. Asimismo, es necesario considerar el estado del ADN usado como molde para las 

repetidas amplificaciones. Aunque es cierto que todas las muestras de ADN genómico fue-

ron estrictamente seleccionadas en base a unos estándares de calidad rigurosos, los subsi-

guientes procesos de digestión y ligación podrían indudablemente modificar dicha estructu-

ra inicial. Pese a haber sometido todos los productos a purificaciones, es imposible asegurar 

que el ADN final no contenga alguna característica o lesión que hubiese podido afectar la 

formación de la horquilla de replicación afectando la correcta mecánica de la polimerasa.

Sea como fuere, la introducción de una segunda digestión (Triglia et al., 1988; Silver y Kee-

ritake, 1989) permitió la obtención de un mayor número de secuencias (Tabla 19). De entre 

ellas, una secuencia mostrando una longitud de 602 nt fue verficada como perteneciente a la 

5’ de GiODC (Tabla 20). 

Tal como se observa, los alineamientos realizados en general muestran un porcentaje su-

perior al 50% de identidad entre ambas secuencias. La identidad es un parámetro que nos 

indica el porcentaje de coincidencias exactas entre las secuencias alineadas incluyendo los 

espacios o gap encontrados. En este sentido, no existe un consenso sobre un valor umbral 

definido o estándar que de por ‘bueno’ un alineamiento (Troy et al., 2001). La decisión por 

tanto de considerar un resultado como válido se ha basado en que el solapamiento entre 

las secuencias fuese conservado, y el análisis posterior del ensamblaje de ambas fuese re-

conocido como GiODC mediante el programa Blastn. En esta línea se observa además que 

según se consideren nucleótidos a partir del codón ATG hacia el extremo 3’ de GiODC, el 

porcentaje de identidad va disminuyendo. Esto parece lógico ya que las regiones UTR no 

contienen información para la codificación de proteínas y por tanto, según avanzamos en la 

región codificante del gen, el solapamiento queda mantenido en el extremo 5’ y por tanto la 

paridad disminuye. 

Asimismo, se ha observado que variaciones en el número de nucleótidos alineados hacia 

el extremo 5’ a partir del codón ATG de GiODC apenas afectan el porcentaje de identidad 

entre ambas secuencias, indicando que dicho alineamiento es estable y conservado. Esto 

refuerza la hipótesis de que la secuencia obtenida forma parte de la región promotora de 

GiODC. 
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Más aún, el valor o score dado por el programa es en todos los casos superior al 90%, con 

la excepción del caso en que únicamente se toma un número de nucleótidos inferior a 

100-120  (Tabla 20) . Finalmente, el resultado obtenido al introducir el ensamblaje de ambas 

secuencias (incluyendo únicamente 44 nt hasta el ATG) en el programa Blastn fue la iden-

tificación de la misma como ‘Grateloupia imbricata ornithine decarboxylase (ODC) gene, 

complete cds; FJ223132.1’ con un evalue de 1e-11, lo que parece apoyar el resultado. Por 

tanto, se puede concluir que el solapamiento entre ambas secuencias supuso un creci-

miento upstream de 529 nt hacia el extremo 5’ a partir del codon ATG que codifica para el 

primer residuo de GiODC (Fig. 10). 

2. Identificación y análisis de motivos conservados en la zona 5’ del gen 
GiODC

El estudio de la composición y estructura de la región situada hacia el extremo 5’ del 

gen GiODC ha representado un primer paso para continuar con los estudios de genómica 

funcional en las algas y ahondar en los diferentes aspectos del control transcripcional 

de los genes. En este sentido, es importante para nuestros objetivos conocer qué FTs o 

motivos reguladores se localizan dentro de la región 5’ identificada que pudiesen afectar 

y/o ser potencialmente afectados por diversos estímulos los cuales, a su vez, modifiquen 

el nivel de expresión de ODC y consecuentemente el proceso de reproducción de G. 

imbricata. 

El estudio de los FTs es ya de por si altamente complejo y supeditado a numerosos condicio-

nantes tales como la propia naturaleza del organismo, el estado fisiológico o el entorno. Si 

además se pretende estudiar cómo un determinado FT actúa sobre un proceso ‘X’, habría que 

añadir además variables como su disposición y localización en referencia al gen que regula 

o la interacción de ese FT con los diferentes FTs que lo rodean. Todo ello resulta en una com-

binación múltiple de factores interaccionando entre sí de diferente manera (independiente, 

antagónica o en sinergia) cuyo resultado está sometido además a unas condiciones deter-

minadas. Por ello, es necesario focalizar qué elementos pueden ser un punto interesante de 

estudio para nuestros objetivos. En este caso, conocer cuáles podrían afectar la carpoespo-

rogénesis en algas rojas y serían susceptibles de ser controlados. 

Los resultados obtenidos, aunque representan una primera aproximación, nos han permitido 

identificar una lista de motivos conservados, poniendo de manifiesto una serie de evidencias 

que desarollaremos a continuación. 
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En primer lugar, la escasez de base de datos específicas para macroalgas dificulta la ob-

tención y validación de dichos resultados. El análisis se vió restringido a un grupo variado 

de organismos, a priori alejados de nuestro organismo de estudio, dentro de los cuales sólo 

encontramos la presencia de una microalga. 

En segundo lugar y cómo se discutirá en la construcción del árbol, es probable que el papel 

del gen ODC presente variaciones en los diferentes organismos, quizás no tanto a un ni-

vel funcional, sino mas bien en las especificidades de regulación a nivel transcripcional y/o 

post-transcripcional, las cuales podrían derivarse de la composición de su región 5’, por lo 

que la comparativa entre los diferentes grupos aporta luz en este sentido.

Los FTs identificados a través de las diferentes bases de datos se caracterizan por ser se-

cuencias cortas relacionadas con la regulación de diferentes procesos fisiológicos y meta-

bólicos, y en muchos casos, presentan un papel regulador en diversos procesos. Una breve 

descripción de estos factores, así como de los procesos en los que actúan y la bibliografía 

para una consulta más detallada se muestran en la tabla 21. 

En base a los antecedente previos resultado de los distintos estudios a nivel fisiológico (Ro-

drigo, 1998; García-Jiménez y Robaina, 2012; García-Jiménez et al., 2016; Montero-Fernández 

et al., 2016), se seleccionan de todos los FTs identificados, aquellos que presentan respuesta 

a variaciones en los regímenes de luz a nivel de fotoperiodo (PIF3, PIF4, PIF5 y Dof) o expo-

sición a los inductores metil jasmonato (MYC2, MYC3 y MYC4) y etileno (SMZ, RAV y Abi4), 

y que se proponen como candidatos potenciales a afectar el proceso reproductivo en G. 

imbricata.  

La respuesta a la luz es una de las más estudiadas en plantas superiores. Los factores de 

interacción del citocromo o PIFs son proteínas tipo bHLH necesarias en las respuestas me-

diadas por dicho estímulo a través de los fotorreceptores del fitocromo (Toledo-Ortiz et al., 

2003). Los fitocromos son proteínas fotorreceptoras presentes en vegetales capaces de de-

tectar la luz a través del grupo cromóforo que poseen, y desencadenar distintas respuestas 

tales como la floración o la germinación en respuesta a estímulos variados, p.e: el tipo o el 

régimen de luz recibido. 

Los elementos PIF presentan una región bHLH muy conservada compuesta por una región 

básica de aproximadamente 25 aminoácidos por la cual interacciona directamente con el 

ADN y una región HLH de unos 60 aminoácidos implicada en la interacción con diferentes 

proteínas. 
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El primer factor de esta naturaleza identificado fue PIF3 a partir de un doble híbrido de leva-

dura, empleando la región C-terminal del fitocromo B (PhyB) (Ni et al., 1998). Existen otros 

miembos de esta familia, PIF1/PIL5, PIF4, PIF5, PIF6 y PIF7, los cuales comparten similitudes 

en la secuencia de aminoácidos con PIF3 pero presentan diferencias tanto a la hora de ac-

tuar como en las interacciones mostradas con los diferentes fitocromos (Huq y Quail, 2002; 

Huq et al., 2004; Leivar et al., 2008). 

Todos estos elementos son capaces de regular genes implicados en diferentes vías metabó-

licas, p.e: ruta de las auxinas, giberelinas o ET, o genes responsables de múltiples procesos 

fisiológicos como la senescencia, deetiolación o fotomorfogénesis; tanto de manera directa 

o indirecta, como en acción coordinada con otros FTs. 

En relación al el proceso reproductivo, estudios en Arabidopsis sp. con diversos mutantes 

PIF3 han revelado la presencia de hipocotilos más cortos y cotiledones más abiertos que en 

la planta silvestre sugiriendo una regulación negativa del proceso de fotomorfogénesis. Esto 

parece señalar que, en presencia de luz, los PIF se comportan como reguladores negativos 

del desarrollo, favoreciendo la transición a la etapa reproductiva y consecuentemente, la 

floración. Esto se ha observado también en situaciones de sombra, en las cuales se acelera 

la formación de flores y se reduce la formación de ramas (Casal, 2012).

En algas por otro lado y hasta la fecha, los estudios realizados en Chlamydomonas reindhartii 

y Acetabularia sp. no han mostrado FTs PIFs funcionales (Riaño-Pachón et al., 2008; De Lucas 

y Prat, 2014). Sin embargo, es evidente que las algas responden a este tipo de estímulo, por lo 

que es posible que dicha regulación tenga lugar a través de una vía alternativa. 

También relacionados con la respuesta a luz encontramos otra familia de FTs los cuales pare-

cen ser específicos de plantas ya que hasta la fecha, no se han identificado FT con homología 

aparente en animales (Yanagisawa, 2004): Dof (DNA-binding with One Finger) (Yanagisawa y 

Sheen, 1998; Lijavetzsky et al., 2003). 

Este grupo presenta un dominio Dof conservado de 52 residuos de cisteína con un único dedo C2-

C2 de zinc; el cual coordina tanto las interacciones proteína-proteína como los procesos de unión 

al ADN, mediante el reconocimiento de elementos CREs (-cis-regulatory elements) conteniendo la 

secuencia 5’-AAAG-3’ en el promotor de sus genes diana (Moreno-Risueno et al., 2007). 

La identificación de diferentes miembros de esta familia en plantas superiores los ha asociado 

a diversos procesos fisiológicos tales como asimilación de carbono fotosíntético y nitrógeno, 
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desarrollo y formación de semillas, floración, dormancia, respuesta a fitohormonas, luz o estrés 

oxidativo entre otros (Yanagisawa, 2000, 2004; Tepperman et al., 2001; Lijavetzsky et al., 2003; 

Moreno-Risueno et al., 2007; Rueda-López et al., 2008). Igualmente se ha confirmado su papel 

en los procesos de transcripción. Por ejemplo, MNB1/ZmDOF1, el primer Dof aislado en maíz re-

gula, conjuntamente con Dof2, la expresión del gen que codifica la C4-fosfoenol-piruvato-car-

boxilasa (Yanagisawa y Sheen, 1998) inducida por luz en tallos y hojas de manera constitutiva. 

De manera específica, Dof y los FTs CDF (Cycling Dof Factor) están involucrados en la regula-

ción negativa del FT Constans (CO), y en última instancia relacionados con la proteína nuclear 

Gigantea (GI), asociada al proceso de floración tardía en Arabidopsis sp. (Fornara et al., 2009).

Sin embargo, en algas, poco se sabe del papel que estos FTs representan en la funcionali-

dad de los genes. De manera puntual, se ha caracterizado el gen CrDof en el alga verde C. 

reindhartii, relacionándose con la germinación del cigoto, el cual no ocurre en ausencia de 

luz (Moreno- Risueno et al., 2007). 

Otros elementos implicados en la expresión de genes relacionados con la luz son los FTs 

Apetala1 (AP1) o Flowering Locus C (FLC), los cuales se comportan como promotores o re-

presores de la floración bajo diferente FP. Estos genes son insensibles a las condiciones 

inductoras de FP corto, pero sufren un retraso severo de la floración en condiciones de FP de 

día largo (Putterill et al., 1995; Aukerman et al., 1997; Michaels y Amasino, 1999; El-Assal et al., 

2001; Searle y Coupland, 2004; Werner et al., 2005; Balasubramanian et al., 2006a,b). En este 

sentido, la floración representa la transición a una etapa reproductiva, la cual va precedida 

además por el paso del estado juvenil al estado adulto. Así se ha comprobado que, durante la 

etapa juvenil, la planta es insensible a diferentes tipos de estímulo, como el FP, y es incapaz 

de iniciar el proceso reproductivo (Matsoukas et al., 2012; Sgamma et al., 2014). Sin embargo 

y bajo las condiciones de inducción adecuadas, el vegetal será capaz de responder a dichos 

estímulos, integrar todas las señales y comenzar la transición a la etapa reproductiva. Una 

vez que este cambio tiene lugar, la activación e incremento de diversos componentes como 

miR172 y diversos FTs tipo Squamosa (SPL2/4/5), activan FTs en las hojas a través de la re-

presión de Schalafmütze (SMZ), Schnarchzapfen (SNZ) y Target of eat 1-3 (TOE1-3), de esta 

manera el proceso de floración comienza. 

Por otro lado, la subfamilia RAV (Zhuang et al., 2011), perteneciente a la familia AP2/EREB, 

presenta la capacidad para regular genes en respuesta a luz tanto de manera individual 

como de manera coordinada con otros inductores. Específicamente, el estudio y análisis 

funcional de RAV1 ha permitido su clasificación como regulador positivo en el envejeci-

miento folial, alcanzando un máximo de expresión en fases tempranas e incrementando 
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de manera notable el número de transcritos tras la exposición a inductores tales como el 

etileno o el metil jasmonato (Woo et al., 2010). Asimismo, ciertas proteínas RAV (p.e: las 

proteínas TEM, que codifican los genes Tempranillo (TEM)), se comportan como represo-

res de manera independiente al estímulo recibido, mostrando que tanto bajo condiciones 

de cultivo inductoras (16 h luz: 8 h oscuridad) como no inductoras (16 h oscuridad: 8 h luz), 

la floración se ve reprimida. Ello sugiere la implicación de más de una vía de regulación a 

nivel transcripcional. 

Otro de los grupos más importante de motivos identificados son aquellos relacionados con 

la regulación por rutas de señalización hormonales. En este caso, es importante puntualizar 

que como se ha mencionado i) ninguno de los FTs identificados presenta un papel exclusivo 

en un proceso determinado, ii) no responden de manera única a un estímulo concreto, y iii) 

no son específicos de un gen determinado, sino que más bien y como se ha mencionado 

previamente, la respuesta a nivel génico que desencadenan depende del cómputo global de 

múltiples condiciones, afectando incluso múltiples vías metabólicas de manera simultánea 

(Phukan et al., 2017). En este sentido, los elementos implicados rara vez funcionan de manera 

independiente, al igual que ocurre en los organismos, donde rara vez, un proceso es resulta-

do de un solo condicionante. 

Mas aún, la escasez de trabajos específicos en algas en relación a los factores hormonales 

que afectan sus procesos metabólicos supone un hándicap añadido a la ya de por sí intrinca-

da tarea de validar los resultados y establecer pautas generales. No obstante, esta situación 

nos ofrece un marco de trabajo increíblemente amplio para futuras investigaciones. Al res-

pecto, algunos FTs encontrados en plantas superiores como Agamous o AGL3, pertenecien-

tes a la familia MADS están implicados en la respuesta celular a auxinas, en el desarrollo 

floral y en diversos aspectos del desarrollo.

Sin embargo, los resultados en algas de nuevo no muestran consenso ya que si bien es cierto 

que algunos genes de esta familia (MADS) han sido identificados en especies de algas ver-

des carofitas (Tanabe et al., 2005), los estudios in silico en base a las secuencias depositadas 

parecen no identificarlos. También se ha propuesto que la presencia de esta familia concreta 

de FTs podría no tener igual significancia que en plantas superiores sugiriendo por tanto la 

necesidad de estudios mas exhaustivos (Riaño-Pachón et al., 2008).

Finalmente y dentro de este grupo de FTs relacionados con la señalización hormonal, desta-

camos aquellos con capacidad reguladora en respuesta a los compuestos volátiles etileno 

(ET) y metil jasmonato (MeJa). 
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La capacidad del etileno para actuar como una fitohormona y afectar múltiples procesos en 

plantas superiores, tanto a nivel fisiológico como molecular, lo ha convertido en uno de los 

volátiles más comúnmente estudiados. Múltiples elementos se han identificado como ‘recep-

tivos’ a su estímulo, destacando Abi4, SMZ y RAV. Como se ha mencionado, RAV y SMZ ya 

han sido previamente relacionados con la inducción por luz, lo que demuestra la naturaleza 

multifuncional de los mismos. 

RAV (Related to ABI3/VP), SMZ y Abi 4 forman parte de la superfamilia AP2/EREB, en algunos 

casos también referida como AP2/ERF (APETALA2/Ethylene Responsive Factor). De manera 

general, su estudio en diferentes plantas superiores ha demostrado su implicación en la re-

gulación de respuestas bióticas y abióticas ante diversos tipos de estrés, el ET, el ABA o dife-

rentes azúcares (Nakano et al., 2006; Sharoni et al., 2011; Zhuang et al., 2011; Mizoi et al., 2012; 

Licausi et al., 2013; Marcolino-Gomes et al., 2013; Thamilarasan et al., 2014; Rao et al., 2015).

 

Abi4 es capaz de responder a ET, aunque su función principal se ha relacionado de manera di-

recta con la vía metabólica de ABA y la regulación de azúcares (Finkelstein et al., 2002; Giraud 

et al., 2009). Abi4 es un elemento no específico que aparece en distintas partes del genoma 

afectando la expresión de diversos genes (Nakano et al., 2006; Licausi et al., 2013) mediante 

la unión con el elemento regulador en -cis -CCAC o con la secuencia -CACCG (Bossi et al., 

2009). Concretamente, se ha visto como en presencia de glucosa, su expresión se ve alterada, 

incrementándose de manera notable y siendo dependiente de secuencias cortas localizadas 

en la región 5’ del gen (Arroyo et al., 2003). Asimismo, la identificación de lugares potenciales 

de unión, en regiones cercanas a genes regulados por ABA y/o azúcares en organismos di-

versos tales como maíz, arroz o cebada; sugiere una implicación directa como activador de la 

transcripción y como regulador positivo de su propia expresión (Bossi et al., 2009). 

La regulación combinada de las vías de ABA y azúcares durante las primeras etapas del de-

sarrollo en maíz por parte de Abi4 parece influir de manera determinante en la transición de 

la etapa juvenil a la adulta (Niu et al., 2002), y por tanto la transición a la etapa reproductiva 

(revisado en Gazzarrini y Mccourt, 2001; Leon y Sheen, 2003). 

Otro de los grupos de FTs identificados en este trabajo son los MYCs, pertenecentes a la 

familia bHLH e implicados en la respuesta al MeJa. La familia bHLH se caracteriza por la 

presencia del dominio conservado bHLH, el cual está formado por unos 60 aminoácidos 

aproximadamente, con dos regiones funcionales bien distinguidas. La mayoría de proteínas 

bHLH son capaces de reconocer y unirse a la secuencia consenso conocida como ‘caja E’ 

(5’-CANNTG-3’) o ‘caja G’ (5’-GACGTG-3’) (Kang et al., 2010). 
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En Arabidopsis sp., las proteínas MYC son la clase más abundante y se ha comprobado su impli-

cación en procesos de diferenciación y proliferación celular. Asimismo, su facultad para interac-

cionar con el ácido jasmónico (JA) y derivados (jasmonatos) favorece la expresión de los genes 

de defensa y activa la producción de metabolitos secundarios como respuesta de la planta ante 

patógenos y herbivoría (Delgado-Cerezo, 2012; Schweizer et al., 2013). Asimismo, estas proteínas 

han sido identificadas como señalizadoras en diferentes cascadas de regulación; generando una 

respuesta como activadoras o represoras de distintos genes (Delessert et al., 2005; Bu et al., 2008). 

Entre los genes regulados positivamente se encuentran aquellos relacionados con la respuesta a 

herida, biosíntesis de antocianinas y flavonoides, inhibición del crecimiento de la raíz y biosíntesis 

del JA; mientras que aquellos reprimidos están involucrados en la respuesta defensiva frente a 

bacterias y patógenos necrótrofos (Boter et al., 2004; Schweizer et al., 2013). Los MYCs están a 

su vez regulados por las proteínas represoras JAZs (JAZ: Jasmonates Zim-domain protein), las 

cuales reducen la capacidad de activación de defensas de la planta (Fernández-Barbero, 2015). 

De manera específica y relacionados con el proceso reproductivo, el FT MYC5 se ha rela-

cionado con la esterilidad masculina de plantas, comprometiendo la elongación de los fila-

mentos del estambre y la viabilidad del polen y ocasionando la dehiscencia de las anteras 

(Figueroa y Browse, 2015).

En algas no se han encontrado referencias sobre la identificación o funcionalidad de este 

tipo de elementos. Si bien es cierto que el compuesto MeJa fue descubierto en plantas su-

periores en la década de los años 60, los trabajos sobre sus vías de síntesis y regulación en 

plantas superiores son relativamente recientes y, en consecuencia, el conocimiento en algas 

es aún incipiente.

En vista de lo expuesto, parece que los elementos reguladores identificados en la región 

5’ del gen GiODC en respuesta a estímulos por luz (PIFs y Dof), etileno (Abi 4, SMZ y RAV) y 

metil jasmonato (MYCs) juegan un papel importante en la regulación de numerosos aspec-

tos en plantas superiores. Si bien es cierto que su función en algas es a día de hoy incierta, 

podríamos inferir a priori un comportamiento o modo de actuación similar a lo observado en 

vegetales terrestres. Más aún y como se discutirá más adelante, los resultados de expresión 

de GiODC muestran un claro comportamiento diferencial en función del tipo de tratamiento 

inductor lo que sugiere de manera inequívoca vías de regulación y señalización sensibles 

a los mismos. Indudablemente, la realización de estudios que corroboren esta hipótesis es 

necesaria; sin embargo, creemos que los resultados obtenidos representan una buena apro-

ximación de partida y establecen los principios para un marco de trabajo futuro relacionado 

con estos TF y su implicación en la fisiología de las algas rojas.
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3. Estructura nucleotídica de la 5’ UTR de diferentes genes ODC

El ensamblaje de la secuencia obtenida, su posterior identificación a través del progra-

ma Blastn como GiODC y la consiguiente identificación in silico de motivos reguladores a 

través de las distintas bases de datos mostradas en la tabla 13, sugieren que la expresión 

del gen GiODC podría estar controlada por uno o más de estos factores. No obstante, poca 

información referente al papel de los FTs existe para algas y menos aún para macroalgas 

rojas. 

La carencia de genomas completos y por tanto la disponibilidad de secuencias molecula-

res de estos organismos dificulta enormemente el proceso de identificación, comparación 

y validación de los resultados pero es un reto que a partir de la experiencia previa puede 

afrontarse.

De manera general, el reconocimiento de la importancia de los FTs, principalmente en plan-

tas superiores, como elementos capaces de modificar y regular la expresión de un gen a 

nivel transcripcional, ha fomentado el desarrollo y aplicación de métodos experimentales y 

computacionales para la identificación de los mismos, así como, de sus diferentes secuen-

cias o sitios de unión en el genoma (Mitsuda y Ohme-Takagi, 2009). La caracterización de 

FTs mediante análisis in silico ha sido llevada a cabo en las microalgas verdes C. reindhartii, 

Volvox cartierii y Nannochloropsis sp. y en la microalga roja Galdieria sulphuraria (Pérez-Ro-

dríguez et al., 2010; Zhang et al., 2011; Ding et al., 2012; Vieler et al., 2012; Hu et al., 2014). 

Específicamente, un análisis del genoma de tres estirpes de Nannochloropsis (N. oceanica 

IMET118, N. oceanica CCMP177916 y N. gaditana CCMP526) ha revelado la presencia de 125, 

119 y 85 FTs respectivamente, comprendidos en su mayoría dentro de las familias MYB, bZIP, 

MYB a NF-YC (Hu et al., 2014). 

De manera general, se acepta que el grado de similitud u ocurrencia de las familias de FTs re-

fleja la relación filogenética entre especies (Riechmann et al., 2000), y paralelamente, sugiere 

mecanismos de regulación génica similares. No obstante, es importante considerar, que es-

tas herramientas, aunque útiles como primera aproximación, se encuentran supeditadas al 

conocimiento molecular actual, aún pendiente de estudio. 

Con esto en mente, se empleó el servidor Jaspar Core Plantae para detectar la presencia de 

motivos conservados en las diferentes secuencias correpondientes al gen ODC, para distin-

tos organismos, recopiladas a través de la base de datos UTRdb. El resultado mostró existen-

cia de los mismos en los diferentes grupos con un valor de corte del 85% (Tabla 22). 
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Tomando como base los motivos seleccionados (Abi4, SMZ, RAV, PIFs, Dof y MYCs) en la 5’ 

UTR de GiODC, se ha observado como el resto de regiones 5’ de los organismos retraídos 

de la base de datos presentan al menos uno de ellos, lo que sugiere que la región 5’ UTR-

ODC comparte rasgos comunes incluso en organismos distantes filogenéticamente. Esto 

no es de extrañar si tenemos en cuenta que los FTs se encuentran presentes en diferentes 

grupos taxonómicos. Por ejemplo, en Arabidopsis thaliana, al menos 1.500 genes diferen-

tes codifican para FTs, de los cuales, aproximadamente el 45% se engloban en familias 

presentes también en otros organismos como C. elegans, D. melanogaster y S. cerevisiae, 

entre otras (Riechmann et al., 2000). Este hecho indica una amplia distribución de estos 

elementos reguladores y por tanto, su ocurrencia en G. imbricata podría parecer altamente 

probable. 

De la misma manera, diversos FTs han sido identificados y se ha comprobado su papel en 

procesos fisiológicos variados comunes en animales, plantas y hongos (Bellaoui et al., 2001; 

Palma et al., 2007). La presencia/ausencia de algunos de los motivos podría explicarse en 

base a diferentes razones: i) no se conoce la totalidad del genoma de todos los organismos 

por lo que podrían no haberse identificado a día de hoy, o su función no ha sido caracterizada 

(Zhang et al., 2012), y ii) las historias evolutivas posteriores a la etapa unicelular han ocurrido 

de manera diferente en animales y plantas. 

Un estudio comparativo del genoma de 32 organismos, ha revelado además que los 

genomas de plantas codifican más FTs que los genomas animales y los casos de dupli-

cación son comunes (revisado en González, 2016). Estas diferencias se han asociado 

en parte a los distintos tipos de tejidos presentes: mientras que los tejidos animales 

presentan células altamente especializadas, con funciones específicas y altamente 

reguladas para minimizar al máximo la necesidad de un aporte energético exterior; 

las plantas poseen sus propios sistemas celulares para la obtención de energía de 

manera autónoma (González, 2016). De manera simultánea, existen organismos como 

la ameba Dictyostelium discoideum, la cual es capaz de generar la agregación de cé-

luas individuales conformando un tejido multicelular en el cual diferentes conjuntos de 

células se diferencian y especializan en una función concreta. Este comportamiento 

altamente estructurado y organizado, similar a lo que ocurre en animales, es asimismo 

reflejado en las características de su genoma, donde los FTs presentes muestran un 

patrón intermedio entre plantas y animales (Fukuzawa, 2011; Loomis, 2014). Por tanto, 

parece complicado establecer un patrón o explicación común a la presencia/ausencia 

de estos elementos que, a su vez, sea válido para todos ellos. No obstante, lo que si es 

evidente es que aquellos pertenecientes al mismo grupo taxonómico presentan mayor 
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similitud entre ellos que con el resto, lo que apoya que las diferencias mostradas sean 

resultado de la divergencia evolutiva.

El árbol filogenético realizado (Fig. 12) agrupa las secuencias pertenecientes al mismo grupo 

más próximas entre sí; resultado evidente que parece confirmar lo esperado a la hora de es-

tablecer una relación de similitud a partir de secuencias correspondientes al mismo gen: que 

aquellos organismos, en este caso secuencias, más similares se encuentren más cercanos. 

En este caso nuestro enfoque es inferir una posible similitud estructural que pudiese dar 

una idea inicial del comportamiento funcional derivado de la ocurrencia de alguno de estos 

elementos. 

Asumiendo que las secuencias presentan cierta homología y tras la identificación de al-

gunos motivos conservados, se espera que aquellas secuencias correspondientes a los 

individuos de grupos taxonómicos iguales o más cercanos presenten ramas más cercanas. 

De manera coincidente se observa cómo las ramas del árbol se organizan de forma más 

próxima para organismos del mismo grupo, con la excepción del hongo P. infestans, el 

cual se aleja de A. dermatitidis y P. marneffreii y se acerca a G. imbricata. Mientras que P. 

infestans (Oomycetes) es un protista fungoide parásito principal de plantas, A. dermatitidis 

y P. marneffreii afectan normalmente a roedores y humanos, por lo que la separación entre 

sus ramas sugiere un empleo diferente de las rutas metabólicas ocasionado quizás, por la 

mutación y la pérdida y/o ganancia de función de alguno de estos FTs, el cual puede haber 

variado la secuencia nucleotídica del gen y por consiguiente su estructura y, previsible-

mente, su funcionalidad. 

 

En consecuencia, parece evidente que la distribución de estos elementos es variable inclu-

so dentro de un grupo determinado por lo que, al igual que ocurre con la identificación in 

silico de los mismos a través de los programas informáticos, establecer una relación directa 

entre su ocurrencia y su posible función a día de hoy es meramente teórica. En este caso, 

además se observa que el desconocimiento actual existente en referencia a las secuencias, 

los elementos que contienen y las diferentes vías de actuación que se establecen entre ellas 

y rigen los diferentes procesos fisiológicos no es algo limitado únicamente a algas sino que 

deja entreveer que aún existen muchas preguntas que deben ser respondidas. Por ende, la 

similitud en los patrones de diferentes FTs observados para plantas y animales sugiere, que 

si bien es cierto que en este momento no se pueden establecer teorías concluyentes, los 

avances en este campo podrían aportar luz en otros sistemas y contribuir a un mayor cono-

cimiento general.
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4. Análisis de la expresión diferencial de GiODC bajo diferentes trata-
mientos inductores de la carpoesporogénesis

El gen ODC es un gen ubicuo implicado en numerosos procesos de viabilidad y proliferación celu-

lar. Aunque escasos, algunos estudios sobre el comportamiento del gen ODC se han desarrollado 

en plantas superiores. De manera específica, su expresión ha sido investigada en la planta del 

tomate (Lycopersicon esculentum) en la cual se ha determinado que existe expresión diferencial 

en función del tejido. Así en material polinizado, el máximo de expresión tiene lugar a los 8 días 

después de la floración, mientras que durante el desarrollo partenocárpico de ovarios no polini-

zados, se observa un alto número de transcritos un día después de la floración. Asimismo, este 

nivel de expresión disminuye de manera gradual con el tiempo. Paralelamente, cuando el tejido no 

polinizado fue tratado con los inductores GA3 y 2,4-D con el objetivo de observar posibles diferen-

cias en expresión, se mostraron máximos de expresión a los 5 y 8 días posteriores a la floración. 

Estos resultados demuestran, por un lado, una correlación positiva entre los niveles de expresión 

de ODC y la presencia de un tejido joven en división (Alabadí y Carbonell, 1998). Por otro lado, la 

influencia de los inductores en la expresión del mismo denota la capacidad de alterar la expresión 

de manera cuantitativa y temporal. No obstante, este patrón difiere con lo observado en guisante, 

donde la expresión de ODC no ha podido ser detectada (Pérez-Amador et al., 1995). 

La búsqueda bibliográfica no ha mostrado trabajos previos sobre los patrones de expresión 

del gen ODC en algas en relación al proceso reproductivo tras la inducción con diferentes 

tratamientos, a excepción de los previamente referidos para G. imbricata (García-Jiménez et 

al., 2009; Montero-Fernández et al., 2016). En este sentido de nuevo se pone de manifiesto la 

escasez de conocimiento actual sobre los procesos reproductivos en algas y en particular en 

macroalgas rojas y por tanto, el establecimiento de marcadores génicos que nos indiquen los 

cambios que acontecen durante eventos morfo-fisiológicos.

El establecimiento del gen GiODC como gen candidato de la reproducción de las algas ro-

jas es sustentado por los resultados obtenidos por nuestro equipo de investigación y los 

resultados aportados en este trabajo. La monitorización de la expresión durante el proceso 

de maduración in vitro de los cistocarpos sin duda representa una buena herramienta para 

abordar el estudio de dicho proceso.

El tratamiento con diferentes inductores de la reproducción afecta la expresión de GiODC de ma-

nera recurrente. Así, los resultados de expresión del gen GiODC muestran dos patrones diferen-

ciales atendiendo al tiempo (elicitation period vs disclosure period), y al tipo de inductor (Tabla 23).
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En referencia a la temporalidad de la expresión, se observa como los niveles de transcritos 

se acumulan, tanto para los tratamientos de fotoperiodo de día largo y de etileno, justo tras 

el periodo de inducción: finalizado el tratamiento y cuando las estructuras reproductoras no 

son visibles (Tabla 23). 

Estos niveles decaen de manera notoria tras la formación de los cistocarpos (Tabla 23). 

Este resultado es coincidente con los estudios obtenidos por García-Jiménez y colabora-

dores en 2009, donde el nivel de expresión de ODC disminuye según aumenta el grado de 

desarrollo y maduración de las estructuras reproductoras avalados por ISH y PCR cuanti-

tativa.

De manera opuesta, el tratamiento con MeJa presenta un máximo de expresión a las 48 h una 

vez que las estructuras reproductivas aparecen (Tabla 23). 

Este patrón en el cual existe expresión diferencial en función del grado de maduración 

del tejido ha sido comúnmente observado en plantas superiores. Por ejemplo, el peri-

carpio de la especie frutal Litchi chinensis experimenta varias fases durante su ciclo 

de vida las cuales llevan asociadas cambios fisiológicos que conducen a la coloración 

diferencial de la superficie del fruto, estableciéndose tres fases claramente distinguibles 

(verde-amarilla, amarilla-roja, verde-roja). En este sentido, los estudios de expresión 

realizados demostraron que, de los aproximadamente 34.705 genes examinados, 3.649 

se expresaban de manera significativa entre cualquiera de las dos fases de coloración: 

1.800 entre la verde-amarilla, 1.241 entre la amarillo-rojo y 2.514 entre verde-rojo. Asi-

mismo, 156 genes mostraban expresión diferencial durante las tres etapas de coloración 

(Lai et al., 2015).

En cuanto al tipo de regulador, se observa cómo la expresión génica también se ve alterada 

por el inductor de las estructuras reproductoras (Tabla 23). Si estableciéramos un orden de 

inductores con mayor influencia en la reproducción de las algas, fotoperiodo, metil jasmo-

nato y etileno supondría la ordenación de menor a mayor afectación de la expresión del gen. 

Como hemos mencionado, el efecto del FP sobre diferentes aspectos de la fisiología de G. 

imbricata ha sido previamente establecido a nivel de cultivo in vitro. Igualmente, la identifi-

cación in silico de motivos reguladores en la zona 5’ UTR del gen ODC dependientes del foto-

periodo de alguna manera también infiere el papel que estos puedan tener en la fisiología. 

No resultaría descabellado, pensar que la expresión de un gen candidato se vea alterada 

si los factores de transcripción que controlan a este gen están también controlados por el 

compuesto inductor del evento. 
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En este sentido por ejemplo, en arroz se han identificado dos genes, SNORKEL1 (SK1) y 

SNORKEL2 (SK2), los cuales son capaces de elongar sus internodos de manera proporcional 

a la profundidad a la que crecen y presentan FTs del tipo AP2/ERF (respuesta al ET) en su es-

tructura. El tratamiento inductor con diferentes fitohormonas: ET, GA, BR (brasinosteroides), 

IAA (auxinas), CK (citoquininas) y ABA, mostró que únicamente el ET afectaba de manera 

significativa la expresión de los mismos, sugiriendo que los genes SK podrían actuar como 

FTs en la vía de señalización y regulación del ET (Hattori et al., 2009).

Por otro lado, el incremento de expresión (450 veces superior) generado por el ET con res-

pecto a los controles, parece indicar que G. imbricata es capaz de detectar la presencia de 

etileno y producir una respuesta rápida y eficiente ante el estímulo. 

Si bien es cierto que en plantas superiores las rutas de detección y señalización del etileno 

han sido ampliamente estudiadas y se conoce de manera precisa la estructura de los recep-

tores, en macroalgas rojas esta estructura no ha sido identificada como tal. Hasta el momen-

to los acercamientos llevados a cabo por nuestro grupo tanto a nivel de cajas conservadas 

como de secuenciación masiva del transcriptoma han sido infructuosos (García-Jiménez y 

Robaina, 2017, en prensa). Parece asumible que esta respuesta sea resultado de la señali-

zación por cascadas de las proteínas quinasas. Las proteínas quinasa son consideradas en 

mucho casos como transductores de señales gracias a su capacidad para modificar otras 

proteínas mediante la fosforilación del grupo hidroxilo de las mismas y la activación de di-

ferentes rutas de señalización da lugar a un amplia variedad de respuestas celulares, tales 

como la respuesta a distintos tipos de estrés, tanto bióticos como abióticos (Zou et al., 2010). 

De igual manera, es posible que distintos reguladores como el ácido abcísico, las auxinas o 

el propio ET empleen este tipo de rutas para inducir respuestas regulatorias transcripciona-

les. En este sentido, son muchos los trabajos existentes sobre el papel regulador del ET via 

fosforilación de proteínas MAP quinasas (MAPKK) en diferentes especies vegetales como 

el guisante (Pisum sativum; Berry et al., 1996), en tabaco (Nicotiana tabacum; Raz y Fluhr, 

1993) o Arabidopsis sp. (Novikova et al., 2000); las cuales a su vez desencadenan distintas 

respuestas ante el estímulo. 

Así por ejemplo, se ha visto como el estudio de 6.000 genes en Arabidopsis sp. revela ex-

presión diferencial en respuesta al ET. Numerosos genes entre los que destacan algunos 

de la propia ruta biosintética del ET, genes de defensa, FTs varios o genes pertenecientes a 

diferentes rutas metabólicas tales como las auxinas, jasmonatos o azúcares, son regulados 

transcripcionalmente por este volátil; sustentando su naturaleza inductora a nivel molecular 

(Van Zhong y Burns, 2003).
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Aunque no es posible aseverarlo, parece probable que las algas, organismos sujetos a con-

diciones ambientales variables, empleen este tipo de vías señalizadoras, las cuales permiten 

una respuesta rápida ante un ambiente sujeto a condiciones variables.

En el caso del metil jasmonato sin embargo, la tendencia es opuesta y el máximo de expre-

sión se corresponde con la aparición de las estructuras reproductoras por lo que parece 

ser necesario un periodo de ‘adaptación o transición’ cuya respuesta sea resultado de 

la activación de diferentes vías. El MeJa es un compuesto lipídico derivado del ácido 

jasmónico, perteneciente al grupo de las oxilipinas y generalmente conocidos como jas-

monatos. En plantas superiores se ha comprobado su implicación en multitud de procesos 

fisológicos como inductores en la obtención de compuestos de interés y metabolitos se-

cundarios (Sivanandhan et al., 2013) así como en la regulación de procesos de desarrollo; 

tales como inhibición del crecimiento, senescencia, formación de tricomas, producción 

y maduración de gametos, respuesta ante diferentes tipos de estrés abiótico y biótico 

(Boughton et al., 2005; Pauwels et al., 2008, 2009; Zhang y Turner, 2008; Reinbothe et al., 

2009; Yoshida et al., 2009; Qi et al., 2011; Depuydt y Hardtke, 2011). Su ruta de síntesis está 

bien establecida en plantas superiores y numerosos trabajos versan sobre las diferentes 

vías de actuación, regulación transcripcional y genes implicados. De esta manera se ha 

determinado que el jasmonato se sintetiza a partir de la actividad de lipooxigenasas que 

desencadenan una ruta altamente compleja y dónde diversas familias de enzimas se en-

cuentran involucradas. 

Asimismo, a nivel molecular, los jasmonatos presenta capacidad para alterar la expresión de 

diversos genes en plantas superiores. Por ejemplo y de manera muy general, uno de los as-

pectos mejor estudiados en relación a estos compuestos es la respuesta defensiva mostrada 

por los vegetales frente al ataque por patógenos. En este sentido, se ha observado como ante 

el daño ocasionado por insectos ocurre un aumento en la producción de jasmonatos a través 

de la activación de una amplia variedad de genes dependientes del JA, tales como FTs  (p.e: 

MYC2), enzimas para la síntesis de metabolitos secundarios, genes JAZ o genes involucrados 

en la ruta de síntesis del JA como LOX2, AOS, OPR3 o JAR1 (Reymond et al., 2004; De Vos et 

al., 2005; Devoto et al., 2005; Dombrecht et al., 2007; Chung et al., 2008).

De manera adicional al papel que desempeñan estas sustancias en la respuesta defensiva, 

se ha comprobado su implicación en la regulación génica en relación a diferentes proce-

sos fisiológicos, tales como la la formación de tricomas o la producción de antocianinas 

en respuesta a distintos tipos de estrés entre otros (Zhao et al., 2008; Yoshida et al., 2009; 

Qi et al., 2011).
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No obstante, el conocimiento actual en algas difiere a ese de plantas superiores. Por ejem-

plo, se ha observado su implicación en diferentes aspectos fisiológicos principalmente en 

microalgas como Chlorella vulgaris donde afecta su desarrollo y crecimiento (Czerpak et 

al., 2006), en Scenedesmus incrassulatus (Christov et al., 2001) o más recientemente en 

Schizochytrium mangrovei donde su aplicación externa estimula la síntesis de compuestos 

antioxidantes (Yue y Jiang, 2009) o Haematococcus pluvialis (Lu et al., 2010). De manera 

específica se ha visto cómo la aplicación exógena de este compuesto reduce in vitro el 

tiempo de formación y maduración de los cistocarpos en G. imbricata a la vez que produce 

un aumento en el número de estas estructuras y produce su apertura. Asimismo, se ha 

comprobado que este efecto es resultado directo del tratamiento inductor, ya que en oposi-

ción, las muestras tratadas con fenidona, un inhibidor del mismo, muestran una menor pre-

sencia de estructuras reproductoras (García-Jiménez et al., 2016). En este sentido, parece 

evidente que el MeJa juega un papel regulador en diferentes aspectos del metabolismo de 

las algas, y los resultados obtenidos para GiODC refuerzan su papel como inductor en el 

proceso reproductivo, aunque a día de hoy, los mecanismos y rutas por las cuales actúa 

necesitan ser dilucidadas.

Parece por tanto, que la monitorización de GiODC durante la carpoesporogénesis representa 

una buena aproximación para el estudio de los cambios que ocurren a nivel molecular rela-

cionados con la transición a una etapa reproductiva en algas rojas. A pesar del escaso cono-

cimiento que existe para estos organismos, los resultados obtenidos en el presente estudio 

muestran que i) el gen ODC en G. imbricata muestra expresión diferencial en función del tipo 

de inductor y, ii) en función del grado de desarrollo del tejido; lo que apoya la hipótesis de 

este gen como candidato de la reproducción en algas rojas.

A modo de conclusión, parece por tanto que diferentes señales son capaces de activar o 

afectar el proceso reproductivo en algas rojas, a la vista de lo observado tras los diferentes 

tratamientos inductores, en este caso fotoperiodo, etileno y metil jasmonato. Asimismo, la 

interconexión entre las diferentes vías de regulación parece probable aunque es evidente 

que se necesitan nuevas investigaciones que lo verifiquen. Al respecto, los resultados aquí 

expuestos establecen una base para futuros estudios.
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Conclusiones

· En este capítulo y mediante la implementación de la técnica de amplificación inversa de 

la polimerasa (iPCR) se ha conseguido obtener parte de la región 5’ correspondiente al 

gen ODC de la macroalga roja Grateloupia imbricata (GiODC).

· El estudio y análisis in silico de la 5’ UTR, a través de diferentes bases de datos, ha dado 

como resultado la identificación de diversos motivos y elementos reguladores conteni-

dos en la misma. De acuerdo a la bibliografía, estos elementos han sido clasificados en 

distintas familias proteicas de factores de transcripción implicados en procesos fisioló-

gicos y metabólicos vegetales. Seis de ellos, presentan un potencial papel para afectar 

de manera directa la expresión de GiODC  en respuesta a tratamiento con inductores 

tales como fotoperiodo, etileno o metil jasmonato.

· La identificación de estos factores en otras regiones 5’- ODC de diferentes especies pa-

rece corroborar la capacidad reguladora de los mismos, y la identidad de la secuencia 

obtenida.

· Aunque estos resultados in silico necesitan ser validados de manera experimental, la 

identificación de elementos con capacidad reguladora suponen un punto de partida 

para el estudio de la regulación transcripcional mediada por factores de transcripción 

en GiODC.

· Los resultados de expresión diferencial del gen de la ornitina descarboxilasa durante el 

desarrollo in vitro del cistocarpo revelan la importancia del tipo de inductor y del estado 

fisiológico del material, y ponen de manifiesto la capacidad de señalización de GiODC 

bajo diferentes condiciones experimentales, reforzando la hipótesis de gen candidato 

en la señalización y determinación del proceso de carpoesporogénesis en algas rojas.
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Introducción

Papel de los compuestos volátiles en los organismos autótrofos

Los vegetales presentan la capacidad de sintetizar una increíble variedad de compuestos, 

metabolitos primarios y secundarios, como respuesta al estado fisiológico, interacciones con 

factores bióticos y abióticos y/o las necesidades requeridas por el organismo. La naturaleza 

sésil de estos organismos ha supuesto el desarrollo de vías de adaptación frente a las con-

diciones variables del medio tales como variaciones de salinidad, deficiencia de nutrientes o 

sequía. En este sentido, la síntesis y emisión de estas sustancias, entre ellas los compuestos 

volátiles, inducida por diferentes tipos de estrés supone una respuesta para el mantenimien-

to de la homeostasis y el correcto funcionamiento fisiológico (Shulaev et al., 2008).

Sin embargo, la naturaleza de estos compuestos es muy variada y a día de hoy el papel de 

estos metabolitos secundarios, a veces llamados productos naturales, no es del todo clara, 

ya que no siempre presentan una función energética o estructural sino más bien un propó-

sito ecológico, tanto para establecer relaciones intraespecíficas, interespecíficas o con el 

ambiente.

De entre todos ellos, los compuestos más estudiados en plantas han sido los terpenos (iso-

prenos, monoterpenos y sesquiterpenos), seguidos por los derivados de ácidos grasos (hidro-

carbonos saturados e insaturados), bencenoides y fenilpropanoides, aunque también existen 

compuestos nitrogenados o azufrados (Knudsen et al., 1993; Dudareva et al., 2004; Owen y Pe-

ñuelas, 2005; Marín-Loaida y Céspedes, 2007). Asimismo, diferentes vías biosintéticas han sido 

identificadas en función de la naturaleza de la sustancia (revisado en Schwab et al., 2008).

El estudio de los mismos ha demostrado su implicación en procesos que afectan diferentes 

aspectos fisiológicos del vegetal, pudiendo incluso producir cambios a nivel morfológico. 

Con todo, a día de hoy todavía existen muchos interrogantes sobre el propósito final de es-

tas sustancias, así como sus vías de síntesis y actuación. Al respecto, algunos autores han 

sugerido que la producción de estos compuestos ocurre sin una finalidad determinada, y 

que serán los diferentes cambios evolutivos los que determinen su futura utilidad o función 

(Niinemets et al., 2004; Peñuelas y Llusià, 2004; Rosenstiel et al., 2004).

Actualmente, más de 100.000 compuestos han sido identificados (Spinelli et al., 2011), mos-

trando que la distribución y papel de estos en los organismos no es generalizado; es decir, 

por un lado no todos los grupos vegetales presentan los mismos compuestos y por otro, la 
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función que ejercen es diversa y en gran medida dependiente del organismo, del estado 

fisiológico y de las diversas interacciones con el medio que le rodea.

Asimismo, su composición y naturaleza varía ampliamente pudiendo ser sintetizados a partir 

de un sustrato o metabolito primario común y a través de una misma vía biosintética, pero re-

sultando en un producto distinto. De igual manera, un mismo metabolito puede ser producido 

a partir de diferentes vías.

De entre la amplia gama de productos que se encuentra en la naturaleza, existe un grupo que 

destaca por su naturaleza volátil, el cual se ha denominado como grupo de los ‘Compuestos 

Orgánicos Volátiles’ (COV o VOCs por sus siglas en inglés, Volatile Organic Compounds). Se 

considera COV ‘cualquier compuesto orgánico cuya presión de vapor bajo condiciones nor-

males es suficientemente alta para ser vaporizado hacia la atmósfera’ (Dicke y Loreto, 2010). 

Si bien es cierto que esta denominación se usa en muchas ocasiones indistintamente para 

nombrar cualquier compuesto volátil sin entrar en más consideraciones, estos COVs pueden 

a su vez ser clasificados en función de su origen y/o grado de volatilidad. Atendiendo al 

grado de volatilidad se clasifican en COMV o VVOC (Compuestos Orgánicos muy Volátiles: 

Very Volatile Organic Compounds), COSV o SVOC (Compuestos Orgánicos Semivolátiles: Se-

mi-Volatile Organic Compounds), y el conjunto de todos ellos se conoce como COVT o TVOC 

(Compuestos Orgánicos totales: Total Volatile Organic Compounds).

El estudio generalizado de estos compuestos en vegetales ha mostrado su papel en diversos 

procesos ecológicos tanto de manera directa como indirecta, tales como defensa frente a 

insectos, reducción de especies reactivas de oxígeno (ROS), adaptación frente a situaciones 

de estrés o involucrados en las diferentes interacciones que se establecen entre planta- 

planta, planta-patógeno o entre la planta y el medio ambiente, procesos de desarrollo y re-

producción como la polinización.

Los compuestos volátiles en plantas

Inicialmente, los estudios sobre COVs en plantas superiores se enfocaron desde un punto 

de vista predominantemente ecológico como resultado de la observación de las relaciones 

que se establecen entre plantas e insectos. Con el paso del tiempo, se vio cómo los proce-

sos fisiológicos vegetales contribuían de manera considerable en la emisión de los mismos 

a la atmósfera, papel albedo (Lerdau et al., 1997). Se observó además, cómo dicha emisión 

ocurría de manera diferencial en función del tipo de COV (concentración y propiedades 
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fisicoquímicas) (Niinemets et al., 2004) así como del organismo. Por ejemplo, algunos ve-

getales tienen la capacidad de almacenar grandes cantidades de COVs de manera natural, 

mientras que otros lo hacen de manera posterior a la percepción de un estímulo, lo que se 

conoce como ICOVs o IVOCs (Induced VOCs) (Paré et al., 2005). Los ICOVs parecen ser sin-

tetizados por el vegetal de manera específica y únicamente en aquellos momentos en que 

son requeridos, lo que no acarrea un constante gasto energético que pudiese afectar ne-

gativamente el metabolismo de la planta (Dicke y van Loon, 2000). Asimismo, la liberación o 

emisión al medio de estas sustancias es dependiente de varios factores bióticos y/o abió-

ticos, y puede ocurrir a partir de un tejido dañado, de manera sistémica en un tejido sano o 

en el caso de los ICOVs, en un periodo posterior a su síntesis que puede variar desde horas 

a días (Wiens, 1991; Paré y Tumlinson, 1997; Vuorinen et al., 2004). En este sentido, algunos 

autores han propuesto que la emisión de los mismos puede ocurrir de manera ‘oportunista’ 

como resultado inherente a su naturaleza volátil (Owen y Peñuelas, 2005). En este sentido 

y como se ha resaltado, ni todos los COVs se encuentran en todos los vegetales ni el papel 

que desempeñan es unánime, por lo que se ha propuesto que aunque su función es bene-

ficiosa para el vegetal, no es imprescindible; y por tanto serán las condiciones que afecten 

su síntesis las que determinen en mayor medida su producción y liberación.

Por otro lado, su capacidad para afectar múltiples procesos fisiológicos en los vegetales 

ha generado un creciente interés sobre el papel que estas sustancias desempeñan en las 

diferentes interacciones bióticas. Su estudio, impulsado por el desarrollo de la ecología quí-

mica, ha permitido la identificación en plantas de una gran variedad de dichos compuestos 

(Harborne, 1988; Mori, 1999), tales como los terpenos, el etileno (ET), el óxido nítrico (NO) y 

derivados de los ácidos grasos como el metil jasmonato (MeJa) (en algunos casos conocidos 

como VHV o GLV: Green Leaf Volatiles) entre otros.  

Como se ha mencionado previamente, el estudio general de todos ellos ha revelado de mane-

ra paralela su implicación en un rango muy variable de procesos ecológicos como la defensa 

frente a patógenos (insectos o herbivoría) tanto de manera directa como indirecta, así como 

frente a distintos tipos de estrés biótico y abiótico, aumento en la capacidad de adapta-

ción frente a condiciones ambientales variables, producción de ROS, interacciones entre 

planta-insecto y planta-planta o como sustancias señalizadoras o feromonas (Knudsen et al., 

1993; Apel y Hirt, 2004; Shulaev et al., 2008; Loreto y Schnitzler, 2010; Naznin et al., 2014). Asi-

mismo, se ha comprobado también como afectan de manera directa procesos de desarrollo  

como el crecimiento de la raíz, crecimiento vegetativo, la tuberización, germinación, desa-

rrollo del polen, la maduración de frutos, regulación del ciclo celular, senescencia, formación 

de tricomas, producción o maduración de gametos, síntesis de antocianinas y respuesta a 
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diferentes tipos de estrés biótico y abiótico (Feys et al., 1994; Creelman y Mullet, 1997; Ellis 

y Turner, 2001; Boughton et al., 2005; Browse, 2005; Wasternack, 2007; Howe y Jander, 2008; 

Pauwels et al., 2008, 2009; Zhang y Turner, 2008; Reinbothe et al., 2009; Yoshida et al., 2009; 

Avanci et al., 2010; Depuydt y Hardtke, 2011; Pauwels y Goossens, 2011; Qi et al., 2011).

De especial importancia es la función defensiva de estas sustancias frente a patógenos 

y distintos tipos de estrés, la cual constituye una de sus características más ampliamen-

te estudiadas y puede ocurrir tanto de manera individual como en cooperación con otras 

sustancias reguladoras como el etileno (ET) o el ácido salicílico (SA). Asimismo, esta 

respuesta defensiva puede ser directa o indirecta. Así, en Brassica napus se ha obser-

vado como el ácido jasmónico (JA) induce la secreción de néctar floral y extrafloral, los 

cuales comparten propiedades químicas y funcionales y cuyo papel parece ser atraer 

a diferentes insectos como las hormigas que ayuden a reducir la presión de herbivoría 

que sufren estos vegetales (Radhika et al., 2010). En este caso, estaríamos hablando de 

una respuesta defensiva indirecta. Sin embargo los jasmonatos también controlan la res-

puesta defensiva de manera directa. Se ha demostrado que la mayoría de las respues-

tas defensivas vegetales vienen reguladas por derivados del ácido jasmónico (Howe y 

Jander, 2008; revisado en Yan y Xie, 2015) y por tanto, aquellos vegetales que presenten 

algún tipo de deficiencia para la síntesis de este tipo de compuestos, tal como ocurre en 

algunos mutantes de Nicotiana attenuata, serán más susceptibles al daño por diferentes 

organismos herbívoros (Machado et al., 2016). En este sentido es posible diferenciar dos 

tipos de respuesta en función de la naturaleza del ataque: aquel cuyo origen es biótico 

(insectos o patógenos) y aquel abiótico (principalmente herida por daño mecánico). Se 

ha observado que frente al ataque sufrido por insectos tiene lugar un aumento en la 

producción de los compuestos JA y JA-Ile tanto a nivel local como sistémico, los cuales 

son requeridos para activar los mecanismos de defensa (Kang et al., 2006; Chung et al., 

2008) mientras que cuando la infección es causada por patógenos, específicamente ne-

crotrofos, la respuesta generada no es únicamente dependiente del JA, sino que en este 

caso generalmente coopera con ET (Xu et al., 1994; Penninckx et al., 1998; Lorenzo et al., 

2003; Pre et al., 2008).

No obstante, la capacidad reguladora de los jasmonatos no se ve únicamente delimitada 

al ámbito de la defensa vegetal, sino que desempeñan un papel destacado en el mante-

nimiento de las diferentes redes metabólicas implicadas en el normal desarrollo del ciclo 

de vida de la planta. Así, y de manera paralela a la activación de las vías de defensa co-

rrespondientes, actúan en la generación de especies reactivas de oxígeno o ROS. El papel 

de las ROS en vegetales está ampliamente extendido e implica numerosos factores no del 



Capítulo II

145

todo comprendidos. Inicialmente fueron asociados con daño celular, destrucción de pro-

teínas o muerte programada (PCD) entre otros (Berlett y Stadtman, 1997; Mittler y Rizhsky, 

2000; Lorrain et al., 2003) debido a su naturaleza oxidante. Sin embargo, actualmente se 

sabe que regulan no sólo procesos relacionados con estrés sino con diferentes aspectos 

del desarrollo vegetal a través de la interconexión de varias vías o funcionando como mo-

léculas señalizadoras. Por ejemplo, en los procesos de PCD, los jasmonatos pueden actuar 

de manera antagónica tanto favoreciendo como reprimiendo el proceso en función de las 

especies ROS inicialmente presentes, así como de las diferentes interacciones que se es-

tablezcan entre dichas moléculas (Overmyer et al., 2000; Danon et al., 2005). Por otro lado, 

se ha demostrado que el MeJa influye en la producción de ROS en las celdas guardianas 

de los estomas. Mientras que el cierre estomático es inducido por MeJa, un inhibidor de 

la enzima NAD(P)H que inhibe la producción de ROS. Sin embargo, la alteración génica de 

estas oxidasas en Arabidopsis sp. afecta negativamente el papel del MeJa, impidiendo el 

cierre de los estomas y generando la consiguiente producción de ROS (Suhita et al., 2004; 

Munemasa et al., 2007).

Otro de los compuestos volátiles más ampliamente estudiado en plantas superiores es el 

etileno. Esta sencilla molécula es considerada una fitohormona y su implicación en numero-

sos procesos fisiológicos vegetales ha sido ampliamente reconocida. Su rango de actuación 

varía desde el fenómeno conocido como “triple respuesta” donde afecta la expansión ce-

lular en hojas y plántulas en germinación, inhibe la elongación del epicotilo en condiciones 

de oscuridad y ocasiona un incremento en la curvatura del ápice; hasta influir procesos de 

senescencia, crecimiento de brotes y raíces, la epinastia, inducir la floración y maduración 

del fruto, la diferenciación celular, el desarrollo y reproducción, regular la respuesta ante 

situaciones de estrés de naturaleza biótica y abiótica, o presentar efectos morfogenéticos 

entre otros (Abeles et al., 1992; Tomás- Barberán et al., 1997; Poulev et al., 2003; An et al., 2010; 

Xu y Zhang, 2015).

Además, es capaz de interaccionar con otras moléculas como los jasmonatos, el ácido gibe-

rélico o las auxinas, desencadenando diversas respuestas (Guo y Ecker, 2007; Licausi et al., 

2013) las cuales, a su vez, serán dependientes de la temporalidad, condiciones ambientales, 

tipo de tejido y/o estado fisiológico del vegetal.

A pesar de los avances en biología molecular y bioquímica, la naturaleza dinámica y en cons-

tante cambio de todos los procesos fisiológicos que acontecen en vegetales ha hecho que 

las vías por las que los diferentes COVs actúan o la finalidad de los mismos no sea a día de 

hoy del todo entendida.
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Los compuestos volátiles en algas

Al igual que las plantas superiores, las algas son capaces de liberar COVs (Jüttner, 1995), 

aunque hasta la fecha, las rutas de síntesis por las cuales estos procesos tienen lugar no han 

sido completamente establecidas.

La liberación de ciertos volátiles ha sido relacionada con aspectos climáticos varios. Estu-

dios de campo han demostrado que la emisión de compuestos yodados derivados de macro-

algas afecta la química atmosférica a nivel local (Küpper et al., 2008; Chance et al., 2009; Ball 

et al., 2010; Seitz et al., 2010). De manera específica, la presencia de estas sustancias en la 

troposfera modifica el patrón normal de formación de núcleos de condensación de nubes, 

altera el balance en el número de especies oxidantes libres y en consecuencia, la capaci-

dad atmosférica para neutralizar estas especies así como diferentes contaminantes, se ve 

comprometida (Saiz-López et al., 2012). De igual forma, la presencia de especies bromadas u 

otras especies reactivas de vida corta (en el orden de días a meses) en las capas atmosfé-

ricas de origen biogénico conduce a una distribución geográfica diferencial generando una 

variación espacial y temporal de las mismas (Carpenter y Liss, 2000; Leedham et al., 2013). Por 

ejemplo, se ha observado que las emisiones derivadas de macroalgas rojas, en comparación 

con faeofitas y clorofitas, es superior en los trópicos (Santelices et al., 2009), lo que podría 

generar variaciones estacionales en el clima.

En este sentido, los compuestos sulfurados, concretamente el dimetilsulfuro (DMS) y deriva-

dos, también se han propuesto como reguladores del clima a nivel global. En 1987, Charlston y 

colaboradores propusieron la Teoría CLAW, en la cual se establece que el compuesto dimetil-

sulfopropionato (DMSP) presente en las células del fitoplancton es liberado a la columna de 

agua donde es transformado a dimetilsulfuro (DMS), el cual difunde a través de la superficie 

hacia la atmósfera donde será rápidamente oxidado. Este proceso genera óxido de azufre y 

ácido metanosulfónico (MSA) pudiendo alterar el patrón normal de formación de los núcleos 

de condensación de nubes, lo que favorece la condensación de vapor de agua y generación de 

nubes sobre los océanos. El resultado final sería un enfriamiento de la superficie marina que 

modificaría la fisiología del fitoplancton, el cual reajustaría la emisión de DMS, comenzando de 

nuevo el ciclo. En este sentido, el DMS es uno de los compuestos más ampliamente estudiados 

en microalgas (Lovelock et al., 1972; Liss et al., 1994; Kiene et al., 1996; Malin et al., 1997; Malin 

y Kirst, 1997; Simó, 2001; Steinke et al., 2002; Yoch, 2002), aunque también ha sido detectado 

en macroalgas, en algunos casos asociada su producción a la síntesis de etileno (Reed, 1983; 

Steinke y Kirst, 1996; Steinke et al., 1998; Van Alstyne et al., 2001; Plettner et al., 2005). Van Als-

tyne, 2008, ofrece una revisión más detallada del papel del DMS y derivados en macroalgas.
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Otros aspectos estudiados sobre la funcionalidad de estos compuestos en algas han sido 

enfocados desde un punto de vista económico o de interés para la población. Así, la capa-

cidad antifúngica y antibacteriana que presentan algunos COVs les confiere propiedades 

interesantes que podrían ser empleadas de cara a una producción biotecnológica a gran 

escala. Por ejemplo, en la microalga verde Chara globularis se identificaron 5 esteroles y 

12 compuestos lipídicos los cuales mostraban actividad antibacteriana moderada frente a 

Staphylococcus aureus (Bankova et al., 2001); la especie Shewanella produce 15 compues-

tos volátiles que inhiben la actividad patógena del hongo Aspergillus sp. (Gong et al., 2015) y 

los volátiles detectados en las algas Actinotrichia fragilis, Liagora ceranoides y Colpomenia 

sinuosa y analizados por cromatografía de gases-masa (GC-MS) y con detector de ionización 

de llama (GC-FID) revelaron asimismo actividad insecticida frente a Oryzeaphilus mercator y 

Tribolium castaneum, y antibacteriana frente a S. aureus y Pseudomonas aeruginosa (Pas-

daran et al., 2016).

Asimismo, la mayor demanda en el consumo de algas como fuente de alimento a nivel global 

ha hecho necesario un seguimiento de estos productos y un control riguroso de sus dife-

rentes propiedades organolépticas. En este sentido, los COVs presentes en las diferentes 

especies de algas pueden afectar de manera diversa sus cualidades especialmente aquellas 

directamente relacionadas con el olor y sabor, influyendo por tanto su viabilidad comercial. 

En este sentido, el estudio de los perfiles de volátiles a través de técnicas de cromatografía 

de gases acopladas con microextracciones en fase sólida (GC-DPME) está ayudando a dis-

criminar entre los diferentes productos considerados aptos para el consumo (Yamamoto et 

al., 2014)

Otro de los aspectos estudiados más importantes en referencia a los volátiles es el papel 

que desempeñan a nivel fisiológico, tanto de manera individual como en sinergia con otros 

compuestos. Así por ejemplo, el ET de manera coordinada con el óxido nítrico (NO) determina 

el proceso de muerte celular en la microalga verde Chlamydomonas reindhartii (Yordanova 

et al., 2010), y se ha sugerido un posible papel como transmisor de señales de respuesta ante 

situaciones de estrés entre células adyacentes (Zuo et al., 2012).

También se ha observado como la aplicación exógena de compuestos volátiles conduce 

a modificaciones fisiológicas varias. Por ejemplo, el tratamiento con ET produce diversos 

cambios morfogenéticos en la especie Acetabularia en función del tiempo de tratamiento 

(Vanden Driessche et al., 1988) y en la macroalga verde Ulva intestinalis regula de manera 

negativa el contenido pigmentario en clorofilas tras la aclimatación a un régimen de luz (Ple-

ttner et al., 2005).
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De manera similar, el cultivo de la microalga Chlorella vulgaris bajo diferentes concen-

traciones de ácido jasmónico afectó de manera diferencial la fisiología de esta especie: 

mientras que concentraciones elevadas en el rango de 10-5 a 10-4 M provocaron la reduc-

ción y degradación de pigmentos fotosintéticos, proteínas y monosacáridos así como la 

disminución en el pH del medio de cultivo; concentraciones inferiores, entre 10-8 a 10-6 M, 

aumentaban los niveles de pigmentos fotosintéticos, proteínas y monosacáridos, favore-

cían la acumulación y secreción de proteínas solubles y estabilizaban el medio (Czerpak 

et al., 2006).

De manera opuesta, los estudios de Vick y Zimmerman, (1983), con Chlorella pyrenoidosa 

mostraron que diferentes enzimas de la ruta de síntesis del JA se encontraban activas en 

dicha microalga y sin embargo, bajo condiciones de cultivo normales, ningún tipo de jasmo-

nato fue detectado.

También en macroalgas se ha detectado la presencia del JA y derivados. Así, en Gelidium la-

tifolium, Krupina y Dathe, (1991), mediante cromatografía de gases identificaron varios com-

puestos jasmonatos; en Lithothamnion corallioides y Gracilariopsis lemaneiformis se detectó 

actividad enzimática de enzimas de la ruta de síntesis de los octadecanoides (Hamberg, 1992; 

Hamberg y Gerwick, 1993) y el estudio de la fase haploide en Chondrus crispus ha mostrado 

la síntesis de diversas oxilipinas así como la capacidad inductora del MeJa (Bouarab et al., 

2004).

De manera paralela, se ha visto como la aplicación de MeJa estimula la formación de ROS lo 

que conduce a la oxidación lipídica y la degradación de los pigmentos clorofila a y ficociani-

na en Gracilaria dura (Kumari et al., 2015), e induce la síntesis de florotaninos en la macroalga 

Fucus vesiculosus demostrando la capacidad de la misma de reconocer y emplear las oxili-

pinas suministradas de manera externa (Arnold et al., 2001).

Otro de los aspectos fisiológicos en los cuales se ha propuesto la implicación de los volátiles  

en algas es como metabolitos de defensa, estabilizadores o protectores frente a condiciones 

variables del medio. Se ha sugerido la posibilidad de que diversos grupos de estos compues-

tos funcionen como moléculas señalizadoras para relacionarse e interaccionar con el entor-

no, pudiendo actuar incluso de manera opuesta. Por ejemplo, se ha visto como la liberación 

de aldehídos por un lado reduce el desarrollo de los huevos de copépodos (Pohnert et al., 

2002) funcionando como un mecanismo defensivo a nivel poblacional (Ianora et al., 2006), y 

alternativamente pueden funcionar como repelente frente al grazing de diversos crustáceos 

(Jüttner, 2005).
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También el cultivo de la microalga Scenedesmus incrassulatus bajo diferentes temperaturas 

y tras la inducción con el volátil MeJa mostró como la adición de este compuesto al medio 

inhibía el crecimiento de bacterias patógenas de manera proporcionalmente directa al au-

mento de temperatura, mejoraba su crecimiento como respuesta a estrés térmico e incre-

mentaba el contenido proteico de sus células (Christov et al., 2001).

Por otro lado sin embargo, estudios realizados en el alga verde Ulothrix fimbriata han mostrado 

que la emisión de COVs, principalmente de compuestos lipooxigenados, les confiere la capa-

cidad para actuar como sustancias ‘atrayentes’ para diversos predadores, tales como el cara-

col Radix ovata (Fink et al., 2006a,b). Se desconoce si esta función de atracción podría ser un 

mecanismo de defensa indirecta, tal como ocurre en plantas superiores (Radhika et al., 2010).

También en macroalgas la presencia de estos compuestos ha sido relacionada con la res-

puesta defensiva (Bouarab et al., 2004). Por ejemplo, en el alga parda Laminaria digitata, la 

presencia de ácidos grasos, específicamente el ácido araquidónico, linolénico y el metil jas-

monato fue asociada a un aumento en la concentración de ROS, indicando que la oxidación 

de estos compuestos podría jugar un papel desencadenante en la defensa en algas pardas 

(Küpper et al., 2009). Sin embargo, y en oposición a esta supuesta función defensiva, Wiese-

meier y colaboradores, (2008), no detectaron la presencia del JA ni de metabolitos derivados 

en siete especies de algas pardas estudiadas: Dictyota dichotoma, Colpomenia peregrina, 

Ectocarpus fasciculatus, Fucus vesiculosus, Himanthalia elongata, Saccharina latissima 

(formalmente conocida como Laminaria saccharina) y Sargassum muticum. Asimismo, mos-

traron que la aplicación de JA y MeJa en estos organismos no representó cambios significa-

tivos en la síntesis de metabolitos secundarios ni incrementó la respuesta defensiva frente a 

organismos potencialmente patógenos, por lo que los autores concluyeron que si bien estas 

sustancias desempeñan un papel relevante en plantas superiores, es posible que en algas 

pardas no actúen de igual forma por lo que es difícil establecer conclusiones al respecto y 

parece que nuevas investigaciones deben ser llevadas a cabo.

 

A pesar de los trabajos referidos sobre la funcionalidad de los volátiles en algas, su papel no ha 

sido claramente asociado a un proceso determinado. En este sentido se observa como existe 

una gran disparidad tanto en la naturaleza de los volátiles, en la respuesta generada por el orga-

nismo, así como en el propio organismo que la genera. Parece por tanto que el esfuerzo inves-

tigador se ha focalizado principalmente en identificar el mayor número de compuestos posibles 

en organismos, más que por caracterizar los procesos que regulan o el papel que desempeñan. 

Esto, acompañado por una alta variabilidad en la metodología empleada (Materic et al., 2015), 

ha generado en muchos casos resultados especulativos difíciles de interpretar y estandarizar.



150

Expresión génica diferencial, por acción de compuestos volátiles,
durante la carpoesporogénesis de la macroalga roja Grateloupia imbricata

En la siguiente tabla se muestran algunos de los grupos de compuestos volátiles emitidos que 

han sido identificados en diversos grupos de algas (Tabla 1).

De entre todos los compuestos identificados en los diferentes grupos de algas destacan de 

manera especial los compuestos carbonados y los sulfurados. Los compuestos carbonados 

son altamente diversos y se caracterizan por presentar una cadena de átomos de carbono 

de número variable, las cuales pueden combinarse con diferentes grupos como el cloro, el 

yodo, el bromo o el flúor, dando lugar a los compuestos halogenados. Asimismo, dentro de 

este grupo de compuestos carbonados se incluyen los alcanos y cicloalcanos (p.e: metano, 

hexano), los alquenos, los hidrocarburos aromáticos (p.e: benceno, tolueno), los terpenos 

(p.e: limoneno), alcoholes (p.e: propanol), glicoles y derivados, aldehídos, cetonas, ácidos o 

ésteres entre otros.

Los compuestos halogenados se encuentran de manera predominante en las macroalgas 

rojas, en las cuales aproximadamente el 90% de los compuestos sintetizados contienen bro-

mo o cloro, en oposición a algas verdes y pardas con un 7% y 1% respectivamente (Harper 

et al., 2001). Presentan actividad antifúngica y antibacteriana frente al daño ocasionado por 

organismos diversos (p.e: epífitos, endófitos o herbívoros), actuando como inhibidores y 

Tabla 1: Diferentes compuestos orgánicos volátiles encontrados en especies algales.
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repelentes. En algunos casos, la capacidad de síntesis de estos compuestos es tal que su 

acumulación acaba presentando efectos biotóxicos, tanto para el propio vegetal como en di-

ferentes niveles de la cadena trófica (Ianora et al., 2006; Cabrita et al., 2010), pudiendo incluso 

inhibir el crecimiento, tal como ocurre en la microalga verde Chlorella pyrenoidosa (Ikawa 

et al., 2001). Dentro de este grupo, los compuestos yodados como el yoduro de metilo, los 

clorados como el cloruro de metilo o los bromados como el bromoformo, así como derivados 

de los mismos, han sido los estudiados de manera más común en algas (Mithoo-Singh et al., 

2017). Por ejemplo, la producción de bromuro de metilo, bromoformo y yoduro de metilo fue 

detectada bajo condiciones de laboratorio en 11 especies de macroalgas de las costas de 

California (Manley, 1992). Estos compuestos, entre otros, fueron también identificados tras el 

cultivo de diferentes especies de macroalgas simulando condiciones polares, estableciendo 

para cada una un perfil específico de acuerdo a la emisión de los mismos, lo cual podría 

servir posteriormente como ‘huella’ para su identificación (Schall et al., 1994; Yamamoto et 

al., 2014). También en microalgas se ha detectado la síntesis de sustancias yodadas, sugirién-

dose en algunos casos que eran estos, más que las macroalgas, los principales productores 

(Klick y Abrahamsson, 1992).

Sin embargo y como se ha referido, el mayor énfasis por detectar la presencia de estos com-

puestos más que por dilucidar los aspectos asociados a su síntesis, liberación y consecuen-

temente su funcionalidad, ha hecho que si bien tenemos certeza de su existencia y amplia 

variedad, desconocemos los diferentes matices que rigen su comportamiento.

Factores que afectan la emisión de volátiles en algas

Como se ha visto la producción y emisión de estos compuestos en algas es afectada, al igual 

que ocurre en plantas superiores, por diversos factores tales como la presencia de herbívo-

ros, diferentes tipos de estrés por herida o daño inducido, tipo y estado del alga (p.e: la edad 

del tejido o la etapa de maduración del mismo), la disponibilidad y tipo de luz, las condiciones 

de salinidad o pH e incluso la temporalidad. Todos ellos afectan la producción y emisión de 

estos compuestos con diferente eficiencia, mostrando en algunos casos, tendencias muy 

marcadas en su estacionalidad (Jüttner et al., 1986; Mtolera et al., 1996; Amsler, 2008; Gar-

cía-Jiménez et al., 2013; Leedham et al., 2015; Mithoo-Singh et al., 2017).

Sin embargo y como se ha mencionado, a pesar del considerable número de trabajos exis-

tentes en relación a la ocurrencia de volátiles en algas, su función en referencia a un evento 

determinado no ha sido establecida de manera específica.
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Evidencias del papel de los volátiles en algas a nivel de crecimiento y desarrollo existen en el 

medio natural al observar cómo el número de talos con estructuras reproductivas aumenta 

y/o disminuye de manera abrupta. De igual manera, es posible encontrar la presencia de 

determinados mantos algales los cuales repentinamente desaparecen a favor de otro tipo de 

especies de algas (García-Jiménez, comunicación personal). De manera paralela, durante 

estos eventos un ‘olor’ o ‘aroma’ característico es percibido, lo que hace suponer que algún 

volátil, o grupo de volátiles, se encuentre presente y debido a su inherente naturaleza volátil, 

pudiese actuar como molécula señalizadora.

Asimismo, se sabe que el desarrollo y maduración de las estructuras reproductoras en algas es 

influenciado por diferentes aspectos tanto ambientales: disponibilidad de nutrientes, rangos de 

temperatura, subida y/o bajada de marea (procesos de desecación y aumento de la salinidad) 

o condiciones lumínicas (Cole y Sheath, 1990), así como endógenos u hormonales. En este sen-

tido es asumible por tanto que si estos compuestos volátiles se encuentran de manera natural 

en el ambiente, o son liberados por las algas como respuesta a algún condicionante ambiental, 

pudiesen estar actuando como desencadenantes del proceso reproductivo, tanto de manera 

individual como en cooperación con alguno de los factores previamente referidos.

No obstante, el interés por entender el funcionamiento de estos compuestos y su papel bajo 

condiciones que afecten específicamente el desarrollo de los organismos algales ha supues-

to que en 2013, García-Jiménez y colaboradores planteasen un estudio para investigar su 

comportamiento bajo diferentes regímenes de luz. Así, los talos de Gelidium arbuscula fueron 

sometidos a diferentes longitudes de onda: luz de amplio espectro, luz roja que afecta espe-

cíficamente el proceso fotosintético y un régimen de oscuridad donde no existe crecimiento. 

De manera paralela, se aplicó etileno de manera exógena como compuesto regulador del 

crecimiento en las algas rojas. Los autores clasificaron los compuestos atendiendo a los 

grupos químicos funcionales, y establecieron un total de seis grupos diferentes: compuestos 

metil-alquilo, aminas, derivados del proceso de oxidación de lípidos, haluros, sulfuros y etile-

no (García-Jiménez et al., 2013). Asimismo, los resultados mostraron de manera concluyente 

que existen perfiles diferenciales en la emisión de estos volátiles en función de las distintas 

condiciones experimentales; condiciones que al mismo tiempo, se sabe influyen en el cre-

cimiento y desarrollo de las algas. Así, el cultivo bajo condiciones de luz blanca y oscuridad 

reveló una mayor producción de compuestos metil-alquilo y aminas, mientras que productos 

derivados de la oxidación de ácidos grasos, tales como alquenos, fueron predominantes bajo 

luz roja. Asimismo, el tratamiento exógeno con etileno mostró capacidad tanto para estimular 

y regular la producción de estos volátiles, así como la propia producción del mismo en el alga 

(García-Jiménez et al., 2013).
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De los seis grupos identificados en la macroalga roja G. arbuscula, nos centraremos en dos 

de ellos, el etileno (ET) y el metil jasmonato (MeJa), cuyo papel como inductores en el desa-

rrollo de las algas rojas parece especialmente relevante.

Focalizándonos en el proceso reproductivo, se ha observado como la aplicación exógena 

de ET regula diversos aspectos de la carpoesporogénesis en diferentes especies de algas 

rojas. Por ejemplo, en Pyropia yezoensis (Uji et al., 2016) el tratamiento con ACC (sustrato 

de la ACC sintasa y precursor del etileno) favorece la formación de gametos masculinos, 

o espermatias, y esporas; mientras que en Pterocladiella capillacea el tratamiento con 

etileno induce la formación y maduración in vitro de las estructuras tetraesporangiales 

(García-Jiménez y Robaina, 2012). Así en este alga, tanto la emisión de ET, la actividad de 

las enzimas ACS (ACC sintasa) y ACO (ACC oxidasa) involucradas en su síntesis, así como 

la concentración de la poliamina Putrescina (Put) fueron cuantificadas tras la incubación 

del alga con ET a diferentes tiempos (García-Jiménez y Robaina, 2012). Los resultados mos-

traron i) que la producción de ET está correlacionada con la actividad enzimática de ACC y 

ACO y, ii) la concentración de Put incrementa al mismo tiempo que la liberación de etileno, 

infiriéndose que las rutas de síntesis de las poliaminas y del etileno trabajan en sinergia 

(García-Jiménez y Robaina, 2012).

Por otro lado, la aplicación exógena de MeJa en los talos de Grateloupia imbricata ha mos-

trado un incremento en el número de cistocarpos así como la coexistencia de las fases re-

productivas donde en un mismo individuo es posible encontrar carpoesporangios y tetra-

esporangios a las 48 h posteriores al tratamiento (García-Jiménez et al., 2016). Asimismo, 

el tratamiento con este volátil muestra una reducción en el tiempo de formación de las es-

tructuras reproductivas y por otro, estimula la apertura de las mismas o dehisciencia con la 

consiguiente liberación de esporas.

A la vista de estos resultados parece claro que de manera especial, el ET y el MeJa influyen 

en diferentes aspectos del proceso de carpoesporogénesis en algas rojas. No obstante, los 

datos a nivel molecular por los cuales se rigen estos procesos siguen siendo escasos y des-

afortunadamente, a día de hoy apenas existe información sobre las vías de señalización y 

percepción asociadas al mismo.

Para el ET, la ruta de síntesis principal en algas parece coincidente con la identificada en 

plantas superiores, la cual fue dilucidada por Adams y Yang, 1977, en la cual primeramen-

te se propuso la S-adenosil-metionina (SAM) como intermediario entre la metionina y el 

etileno, y posteriormente se concluyó que es el ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico 
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(ACC) el producto intermedio en la conversión de la metionina a ET, estableciéndose lo que 

se conoce como ‘Ciclo de la Metionina’ (Fig. 1).

Figura 1: Ruta de síntesis del etileno. SAM: S-adenosil-Metionina; ACC: ácido-1-aminociclopropa-

no-1-carboxilico.

En un primer paso, la metionina se sintetiza a S-adenosil-metionina (SAM) mediante la acción 

de la SAM sintasa (SAMs). Seguidamente, la SAM es convertida a ACC por acción de la enzi-

ma ACC sintasa (ACS). A continuación, ACC es convertido a ET por acción de la enzima ACC 

oxidasa (ACO) liberando CO2.

Aunque las enzimas responsables del proceso, en primera instancia, son SAMs, ACS 

y ACO, existen numerosos factores adicionales que condicionan el resultado de 
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estas reacciones. Así, factores abióticos como sequía o daño mecánico, el estado de 

desarrollo o el tipo de tejido del vegetal, estimulan o inhiben la actividad de dichas 

enzimas variando los niveles de síntesis de ET en los organismos (Abeles et al., 1992; 

Xu y Zhang, 2015).

En algas, de manera paralela a la vía ‘clásica’ descrita en plantas superiores se ha identifica-

do una vía de síntesis alternativa a partir del acrilato (Yoch et al., 1997; Niki et al., 2000). El acri-

lato ha sido propuesto como precursor del ET (Abeles, 1973; Watanabe y Kondo, 1976), el cual 

se genera a partir del dimetilsulfopropionato (DMSP) por acción de la enzima DMSP liasa, la 

cual produce además la liberación del gas dimetil sulfuro (DMS). Se ha comprobado que esta 

ruta está presente en diferentes especies de micro y macroalgas (Reed, 1983; Steinke y Kirst, 

1996; Steinke et al., 1998; Van Alstyne et al., 2001; Plettner et al., 2005) y, en algunos casos, su 

producción ha sido asociada a la síntesis de etileno.

Por ejemplo, en la macroalga roja G. arbuscula se estableció la hipótesis de que tanto la 

emisión de ET como de DMS pudiesen estar relacionadas a través de la vía de la DMSP 

liasa. En este sentido se planteó un experimento de evolución en el tiempo donde se me-

dían los niveles de DMS y ET simultáneamente. Se comprobó que a lo largo del tiempo, si 

bien los niveles de ET incrementaban, no lo hacía el DMS. Por tanto, se demostró que la 

vía de síntesis de etileno a través de la DMSP liasa no era una ruta principal de síntesis 

en esta macroalga. Esta conclusión fue corroborada con la determinación tanto in vivo 

como in vitro de DMS. En este caso, aún asumiendo que la producción in vivo, es decir, 

todo el DMS producido procedía de la descomposición del DMSP, los niveles detectados 

eran un orden de magnitud inferior a los niveles detectados in vitro (García-Jiménez et 

al., 2013).

Establecido por tanto que la ruta de síntesis principal del ET en algas ocurre mediada por la 

enzima ACC, así como el papel de dicho compuesto en la inducción y formación de las estruc-

turas reproductoras in vitro, la caracterización de la fisiología del etileno a nivel molecular 

será de gran importancia.

En este sentido por tanto, el papel de SAM se presenta como especialmente importante de-

bido a su implicación en diferentes rutas biosintéticas, en las cuales funciona como nexo de 

unión entre las mismas. Así, existe una interconexión entre la ruta de síntesis de las PAs y el 

ET, donde y a través de la descarboxilación de SAM se generan grupos aminopropilos, los 

cuales serán necesarios para la síntesis de las poliaminas espermidina (Spd) y espermina 

(Spm) (Fig. 2).
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La síntesis de las poliaminas (PAs) en algas tiene lugar predominantemente a través de la en-

zima ODC (Marián, 2002; Sacramento et al., 2004). La ODC sintetiza la putrescina (Put) median-

te la descarboxilación del aminoácido ornitina. Posteriormente, la Put a través de la adición 

de grupos aminopropilos dirigida por la espermidina sintasa (Spds) sintetizará espermidina. 

A su vez, esta Spd mediante la Spm sintasa (Spms) generará Spm.

Asimismo, el control de los niveles de PAs vendrá dado por la acción de enzimas de la ruta 

catabólica aminooxidasas (AAO) y poliaminooxidasas (PAO) (Sacramento et al., 2007).

En estas rutas de síntesis, etileno y poliaminas, las reacciones de oxidación y reducción 

generan compuestos de especies reactivas las cuales afectan el crecimiento y desarro-

llo del vegetal. Estas especies están bajo el control de diversas enzimas, entre las que 

destaca el papel de la ascorbato peroxidasa (APX) una de las enzimas de secuestro más 

ampliamente evaluada en algas (Sano et al., 2001; Kitajima et al., 2002; García-Jiménez et 

al., 2016). De manera específica, APX además de su capacidad como scavenger o elimi-

nadora de ROS, ha sido asociada a procesos fisiológicos como el desarrollo del fruto o la 

Figura 2: Esquema de la relación existente entre las rutas de síntesis de las poliaminas (naranja) y 

el etileno (azul). Los principales genes seleccionados para el estudio de expresión se muestran en 

negrita.
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transición a la etapa reproductiva en plantas superiores (Noctor y Foyer, 1998; Agrawal et 

al., 2003; Matamoros et al., 2003).

Asimismo, las proteínas WD40 y citocromo P450, y sus correspondientes genes, han sido re-

lacionados con diferentes aspectos fisiológicos así como con la respuesta a cambios frente 

a diferentes tipos de estrés, tales como la salinidad, temperatura o deshidratación (Liu y Zhu, 

1997; Brands y Ho, 2002; Ramanjulu y Bartels, 2002; Lee et al., 2010; Pinot y Beisson, 2011; 

Maksup et al., 2014; Mishra et al., 2014). Por ejemplo, el citocromo P450 puede participar 

simultáneamente en procesos de desarrollo, crecimiento o síntesis de metabolitos secun-

darios (Krochko et al., 1998; Fujioka y Yokota, 2003; Saito et al., 2004; Watanabe et al., 2008; 

Sotelo-Silveira et al., 2013).

También en plantas superiores, la expresión de genes relacionados con las vías de señaliza-

ción y síntesis del ET se ha evaluado durante procesos de maduración del fruto y polinización 

(Vriezen et al., 2008; Pascual et al., 2009; Wang et al., 2010). De esta manera, se ha observado 

como en tomate, diversos genes correspondientes a las enzimas ACS y ACO muestran expre-

sión diferencial en función del estado de maduración del tejido. 

En algas, Uji y colaboradores, 2016, han observado en P. yezoensis como numerosos genes 

se expresan de manera diferencial en relación a la tolerancia a estrés y división celular como 

respuesta a tratamiento exógeno con ACC.

En este estado en el cual la homeostasis se ve comprometida, diferentes rutas metabólicas 

serán activadas y/o inhibidas con el fin de paliar toda la carga negativa generada como re-

sultado del proceso reproductivo y así, intentar asegurar la viabilidad del vegetal (Caverzan 

et al., 2012).

Por otro lado, el proceso de oxidación de los ácidos grasos en plantas superiores da como re-

sultado la formación de unos compuestos conocidos como oxilipinas, cuyo papel en diferentes 

procesos fisiológicos así como en la respuesta a diferentes tipos de estrés ha sido ampliamente 

documentado (Andersson et al., 2006). Dentro de este grupo se encuentra el ácido jasmónico 

(JA) y sus derivados comúnmente conocidos como jasmonatos, los cuales incluyen el metil 

jasmonato (MeJa), jasmonil-isoleucina (JA-Ile) o jasmonoil ACC (JA-ACC) entre otros.

En vegetales superiores, la síntesis del JA y sus derivados ocurre a través de la vía de los 

octadecanoides con el ácido linolénico como precursor y, mediante la oxidación enzimáti-

ca mediada por enzimas lipooxigenasas (LOX) o α-dioxigenasas se obtiene ácido jasmónico 
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(Beale y Ward, 1998; Fernández Calvo, 2011; Yan et al., 2013; Fernández-Barbero, 2015). Así, el 

proceso de síntesis del metil jasmonato a partir del JA es mediado por el sustrato SAM, el 

cual sirve como dador de grupos metilo y finalmente la enzima JMT (Jasmonic Acid Methyl 

Transferase) transforma el JA en MeJa (Roje, 2006; Zhao et al., 2013).

Al igual que en el caso del ET, la generación de especies ROS tiene lugar durante la forma-

ción del metil jasmonato como resultado del metabolismo de óxido-reducción que acontece 

durante este proceso (Miller et al., 2010, Weinberger et al., 2011). En relación se espera por 

tanto que la implicación de enzimas reguladoras que mantengan bajo control estas sustan-

cias ocurra. Así, por ejemplo, APX, WD40 y citocromo P450 podrían verse afectadas por la 

generación y/o presencia del metil jasmonato.

Por otro lado, los factores de transcripción (FTs) MYB están involucrados en el control 

del ciclo celular en plantas. Asimismo, estos FTs son capaces de interaccionar con las 

proteínas JAZ (Jasmonate Zim Domain) y regular procesos como la maduración del 

polen, el desarrollo del estambre o la dehiscencia de las anteras (Song et al., 2011). 

Asimismo, afectan diferentes aspectos de la fertilidad en vegetales (Mandaokar et al., 

2003, 2006; Cheng et al., 2009; Mandaokar y Browse, 2009).

Finalmente y desde un punto de vista génico, diferentes genes involucrados en aspec-

tos varios de la obtención de jasmonatos han sido identificados en macroalgas. Por 

ejemplo, en Chondrus crispus se identificaron dos genes codificantes de lipooxigenasas 

(Collén et al., 2013), una de las cuales presentaba un alto grado de identidad con una 

LOX identificada previamente en Porphyra purpurea (Liu y Reith, 1994); así como genes 

codificantes para las enzimas 12-OPDA reductasa y 12-OPDA reductasa dioxigenasa. 

A pesar de haberse detectado la presencia de MeJa in vitro, no se encontraron genes 

candidatos para JMT, lo que sugiere que quizás en C. crispus la obtención de MeJa 

es mediada por la acción de enzimas diferentes (Collén et al., 2013). Por otro lado, la 

secuenciación del alga parda Ectocarpus siliculosus sí permitió la caracterización de 

genes para las enzimas AOS y AOC, mientras que de nuevo no se identificaron candida-

tos para JMT (Cock et al., 2010).

De manera única y en relación a los genes MYB, los cuales en plantas superiores ac-

túan en la transmisión de señales entre diferentes vías de señalización y están impli-

cados en la regulación de los niveles de ROS (Al-Attala et al., 2014; Liao et al., 2016), se 

ha encontrado un gen que codifica un FT de este tipo en C. crispus y cuyo dominio pre-

senta similitud con aquel de Chlamydomonas sp., Ostreococcus sp. y Cyanidioschyzon 
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sp., pero no se ha evaluado su función a nivel génico (Collén et al., 2013). También en 

C. crispus, se han encontrado genes relacionados con la respuesta a estrés y defensa. 

Así, 2 genes codificantes para la enzima scavenger APX, y varios genes y pseudogenes 

para diferentes proteínas WD40 se han identificado. Adicionalmente, se han caracteri-

zado 17 genes y 3 pseudogenes que codifican para enzimas citocromo P450, las cuales 

han sido relacionadas con diversos aspectos del vegetal como la eliminación de grupos 

metilos derivados de moléculas de esterol o la hidroxilación de carotenoides entre otros 

(Lepesheva y Waterman, 2004; Kim et al., 2009).

Parece por tanto evidente, la existencia de una intrincada red de componentes detrás 

de cada proceso fisiológico que ocurre en el vegetal. Más aún, la implicación de nu-

merosas enzimas de manera simultánea hace pensar que existe una variedad de genes 

encargados de la codificación de las mismas y cuya expresión génica determinará el 

comportamiento mostrado durante la carpoesporogénesis.

En este sentido y como primera aproximación al estudio de la red génica involucrada en el 

proceso reproductivo en algas rojas, se han seleccionado 6 genes, además del ya estable-

cido GiODC, que creemos pueden estar relacionados con la vía de síntesis y oxidación de 

los jasmonatos en algas: MT (un gen codificante para una enzima metil transferasa); JMT 

(JA-metil transferasa); citocromo P450 y WD40 (genes implicados en la respuesta a estrés); 

APX (eliminación de especies ROS) y MYB (un gen que codifica un FT implicado en diversos 

procesos fisiológicos) (Ambawat et al., 2013).

Para medir la expresión de los genes seleccionados, se ha optado por la técnica de amplifi-

cación digital o dPCR por sus siglas en inglés (digital PCR), la cual fue descrita por primera 

vez en 1992 (Sykes et al., 1992). De manera muy general, su funcionamiento se basa en la 

idea de diluir una muestra en miles de ‘muestras individuales’ es decir, crear particiones de 

la muestra inicial de manera que cada una de las ‘submuestras’ sea sometida a una reacción 

de amplificación individual. De esta manera, mediante el recuento total de las submuestras 

y la identificación de aquellas positivas (detección de la secuencia de interés) frente a las 

negativas (no detección) es posible determinar cuantas copias de la secuencia estudio había 

en la muestra inicial. Actualmente existen dos variantes: i) las amplificaciones se desarro-

llan en ‘chips’ y, ii) en gotas (droplet dPCR, ddPCR). En este trabajo se empleó la opción de 

amplificación por gotas, la cual divide la muestra en gotas mediante la emulsión con aceite. 

Las muestras se cargan en unas pequeñas placas las cuales se introducen en un generador 

de gotas automático para, posteriormente, transferirlas a otra placa para su amplificación. A 

continuación, esta placa se coloca en un ‘lector de gotas’, que funciona como un citómetro 
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de flujo para analizar cada gota y determinar si la reacción ha ocurrido o no. La clasificación 

de las gotas en positivas frente a negativas se hace en base a la amplitud de su fluorescen-

cia. La fluorescencia en este caso, se debe al fluoróforo Eva Green, el cual se intercala de 

manera inespecífica entre la doble hebra de ADN y es capaz de trabajar en condiciones 

saturantes sin inhibir el correcto desarrollo de la reacción. A pesar de que esta técnica se 

conoce desde hace tiempo, y diversos estudios comparativos aseguran que la dPCR ofrece 

más exactitud y menos ambigüedad que la qPCR a la hora de detectar secuencias poco 

comunes, ya que evita el uso de curvas de calibrado y controles internos, a día de hoy no 

se ha introducido de manera común en los laboratorios principalmente por el alto coste que 

conlleva la implementación de todo el proceso de amplificación, tanto a nivel temporal como 

de recursos fungibles.
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Hipótesis y objetivos del capítulo

A la vista de los antecedentes previos, parece claro que el etileno y el metil jasmonato desem-

peñan un papel importante durante el proceso de la carpoesporogénesis en algas rojas, de 

manera predominante durante el desarrollo del cistocarpo in vitro. Por ello, planteamos que 

existe una red de genes asociados a ambas rutas de síntesis, afectando diversos aspectos 

de las mismas y en consecuencia, determinando el proceso de formación de las estructuras 

reproductoras en las macroalgas.

Objetivo 1

· Seguimiento de la expresión de los principales genes relacionados con la ruta de respues-

ta y síntesis del etileno (ACC sintasa (ACS) y SAM sintasa (SAMs)); ruta de síntesis de po-

liaminas (GiODC, Spd sintasa (Spds) y SAMs) y el control de sus niveles (AAO); respuesta 

a estrés (WD40 y citocromo P450) y disminución de ROS (APX), tras la inducción con el 

compuesto volátil etileno, en tejido fertilizado y fértil de la macroalga roja G. imbricata.

 

Objetivo 2

· Seguimiento de la expresión del gen de estudio, GiODC, y seis genes propuestos como 

relacionados con el metabolismo de los jasmonatos en algas: JMT y MT (codificantes 

para una JA-metil transferasa y una enzima metil transferasa); citocromo P450 y WD40 

(genes implicados en la respuesta a estrés); APX (eliminación de especies ROS) y MYB 

(desarrollo, señalización y eliminación de ROS), en tejido fertilizado y fértil de la macroal-

ga roja G. imbricata.
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Material y Métodos

Objetivo 1

1.1: Condiciones experimentales

 

El material de partida empleado fue recolectado y tratado según lo descrito en el apartado 1.1 

del Material y Métodos general. Asimismo, los talos se seleccionaron y clasificaron como se 

detalla en el apartado 1.2 del Material y Métodos general.

 A partir del tejido fresco y previamente separado, se introdujeron 5 g en recipientes de plás-

tico con 200 mL de agua de mar filtrada (previamente esterilizada por autoclave) y se trataron 

de acuerdo a lo descrito en el apartado 2.2 del Material y Métodos general.

 

Durante este tiempo y para monitorizar la expresión génica, se tomaron 100 mg de muestra 

a las 24 h, 48 h y 168 h, los cuales se homogeneizaron en nitrógeno líquido y se mantuvieron 

a - 80 ºC hasta el momento de la extracción de ARN.

1.2: ARN y transcripción inversa

El proceso de extracción de ARN y síntesis de ADNc se llevó a cabo de acuerdo a lo descrito 

en los apartados 4 y 5 del Material y Métodos general.

 1.3: Diseño de cebadores

Secuencias génicas obtenidas del transcriptoma de G. imbricata se emplearon para la con-

firmación de la secuencia mediante el diseño de cebadores con el programa Primer 3 (Tabla 

2). Estos genes se emplearon en diversas amplificaciones sobre ARN, obteniéndose las se-

cuencias específicas correspondientes a los mismos. Las nuevas secuencias obtenidas se 

emplearon para el diseño de cebadores específicos, sondas, para la ddPCR mediante dos 

programas diferentes: el software Universal ProbeLibrary Assay Design Center (La Roche) (ht-

tps://lifescience.roche.com) y PrimerQuest Tool (IDT) (http://eu.idtdna.com/primerquest/home/

index). Para evitar posibles problemas a la hora de la amplificación, tales como mispriming o la 

formación de productos no específicos, todos los juegos fueron previamente comprobados in 

silico mediante el programa OligoAnalyzer v. 3.1 (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) (Tabla 3).
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Tabla 2: Cebadores empleados para las amplificaciones sobre ARN de Grateloupia imbricata.

Tabla 3: Sondas empleadas para la detección de la expresión génica.
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1.4: Expresión génica por acción del etileno durante la carpoesporogénesis

Para la optimización de la técnica se realizó una tabla de doble entrada para ajustar la tem-

peratura óptima de hibridación de los cebadores de cada gen, y las cantidades requeridas de 

ADNc necesarias para llevar a cabo la ddPCR. El ADNc de trabajo para esta puesta a punto 

procede de diferentes estadíos de desarrollo del material algal.

Las temperaturas probadas fueron desde 50 a 60 ºC con un incremento de 0,5 ºC, mientras 

que las concentraciones fueron 50, 100 y 150 ng. Las temperaturas finalmente seleccionadas 

fueron 55 ºC para ODC, AAO, ACS, APX, citocromo P450 y WD40; 55,4 ºC para Spds y 58 ºC 

para SAMs.

La mezcla de reacción se realizó de acuerdo a lo presentado en la tabla 4.

Tabla 4: Reactivos empleados en las reacciones de amplificación digital por gotas.

Para la amplificación, se diseñó un protocolo de acuerdo a las especificaciones dadas por 

el proveedor (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y en base las temperaturas de cada juego de 

cebadores. El protocolo consiste en un paso inicial de desnaturalización a 95 °C durante 5 

min seguido de 40 ciclos a 95 °C durante 30 seg, y posteriormente 1 min a la temperatura de 

annealing en función de cada juego de cebadores. Finalmente, un paso a 4 ºC durante 5 min 

y 90 ºC durante 1 min son necesarios para estabilizar la señal. En los casos en los que las Tas 

de los cebadores fueron menores de 55 ºC, se incluyó un paso de elongación a 72 ºC durante 

45 seg de manera posterior a la etapa de alineamiento. Todos los cambios de temperatura se 

producían de manera gradual mediante la inclusión de una ‘rampa’ de 2 ºC/ seg.
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Las amplificaciones se realizaron en un termociclador C1000 Touch™ (Bio-Rad, Hercu-

les, CA, USA) y la preparación de las muestras se llevó a cabo de acuerdo a las especi-

ficaciones del proveedor Bio-Rad. Cada volumen de reacción (volumen total de 20 µL, 

tabla 4), se cargaron en un cartridge (Cat. No. 186-4007, Bio-Rad) con capacidad para 

8 muestras. A continuación, se añaden 70 µL de aceite (Cat. No. 186-3005, Bio-Rad) por 

cada celdilla (muestra) en el cartridge, y se tapa con un gasket (una pequeña tira de 

plástico) (Cat. No. 186-4007, Bio-Rad). A continuación, se introduce en el generador 

de gotas. Transcurridos aproximadamente dos minutos, las gotas formadas se extraen 

del generador y se transfieren a una placa de 96 pocillos (12 x 8) para PCR (Cat. No. 

0030128.605, TwinTec, Eppendorf, Hamburg, Germany) mediante una pipeta multicanal 

(Rainin, Mettler-Toledo, Giessen, Germany). Este proceso de generación de gotas y 

transferencia a la placa tiene que realizarse tantas veces como muestras queramos 

analizar, ya que cada cartridge únicamente tiene capacidad para 8 muestras y es un 

paso muy importante para la correcta amplificación posterior. El tiempo máximo desde 

la generación de las primeras gotas hasta el comienzo de la amplificación no puede 

superar los 45-60 min, con el fin de asegurar la integridad de las mismas. Una vez la 

placa esté completamente cargada, debe sellarse automáticamente en un sellador PX1 

con un film de aluminio (Cat. No. 181-4040, Bio-Rad) e introducirse en el termociclador 

para el proceso de amplificación.

Una vez concluido el proceso de amplificación, la placa se introduce en el lector de 

gotas QX200 Droplet Reader Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) donde se analizará 

mediante el software QuantaSoft v1.7 (Bio-Rad). Este programa cuantificará de manera 

absoluta la expresión de los genes y dará los valores de concentración en copias de 

transcrito µL-1. Aunque no es imprescindible realizar el proceso de amplificación y lectu-

ra seguidamente, sí es recomendable que el lapso de tiempo entre ambos no supere las 

48 h, debido a la degradación de las gotas y, en cualquier caso, éstas deben mantenerse 

refrigeradas a 4 ºC.

Cada gen fue valorado para cada tipo de tejido (fertilizado y fértil) por triplicado. La expresión 

se cuantificó en los tres tiempos descritos (24, 48 y 168 h). Por tanto, para cada gen y tipo de 

tejido se realizaron nueve valoraciones. De igual forma se amplificaron muestras sin tratar 

como controles (n=2) para cada tipo de tejido y gen, a los mismos tiempos previamente es-

tablecidos. Las muestras control correspondientes a cada gen y tipo de tejido se sometieron 

a seis valoraciones. Asimismo, se incluyó una muestra control o blanco (NTC: no template 

control) para cada placa de reacción. En aquellos casos en que más de un gen era incluido 

en una placa, un NTC por gen era incorporado.
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Una vez explicada la metodología general del proceso, y determinadas las concentraciones 

óptimas de ADNc y las Tas óptimas para cada juego de cebadores, se realizaron amplificacio-

nes para un total de 240 muestras.

 1.5: Análisis estadístico

 Los datos de expresión absoluta fueron determinados de manera automática por el software 

QuantaSoft v1.7 (Bio-Rad). Posteriores análisis estadísticos fueron realizados empleando el 

programa R-Studio (http://www.rstudio.com/). Para detectar diferencias significativas en los 

niveles de expresión génica de cada gen, se realizó primeramente un test de análisis de la 

varianza (ANOVA) seguido del correspondiente Test HSD (Honestly-significant-difference) de 

Tukey. Las diferencias significativas (p ≤ 0,05) se estudiaron de manera individual para el ‘tipo 

de tejido’ (fertilizado vs fértil) y para la ‘clase’ (muestras tratadas vs controles). Los análisis 

se realizaron para cada uno de los tiempos: 24 h, 48 h y 168 h.

Objetivo 2

 2.1: Condiciones experimentales

El material de partida empleado fue recolectado y tratado según lo descrito en el apartado 1.1 

del Material y Métodos general. Asimismo, los talos se seleccionaron y clasificaron como se 

detalla en el apartado 1.2 del Material y Métodos general.

Una vez seleccionados, aproximadamente 100 mg de tejido fresco fueron introducidos en placas de 

Petri estériles y tratados tal como se describe en el apartado 2.3 del Material y Métodos general.

 

De acuerdo a lo descrito, para monitorizar la expresión génica, se tomaron 100 mg de muestra 

a las 24 h y 48 h, los cuales se homogeneizaron en nitrógeno líquido y se mantuvieron a -80 ºC 

hasta el momento de la extracción de ARN.

El seguimiento de la maduración del tejido se hizo de manera visual. Los talos fertilizados, 

aquellos sin cistocarpos visibles o con coloración rojiza clara a las 24 h mostraron cisto-

carpos, a modo de pequeñas punteaduras (rojo-marrón claro) a las 48 h. Los talos fértiles 

por otro lado, con cistocarpos visibles como pequeños puntos rojo-marrón claro a las 24 h, 

mostraron cistocarpos bien desarrollados a las 48 h (Fig. 3).
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2.2: ARN y transcripción inversa

El proceso de extracción de ARN y síntesis de ADNc se llevó a cabo de acuerdo a lo descrito 

en los apartados 4 y 5 del Material y Métodos general.

 2.3: Diseño de cebadores

A partir de secuencias génicas obtenidas del transcriptoma de G. imbricata y de acuerdo a 

lo descrito previamente en el apartado 1.3 del Objetivo 1 (Expresión génica por acción del 

etileno durante la carpoesporogénesis) del presente capítulo, se diseñaron cebadores para 

i) diversas amplificaciones sobre ARN (Tabla 5), y posteriormente ii) para la obtención de 

sondas para la ddPCR (Tabla 6).

Figura 3: Esquema simplificado del proceso de maduración de los cistocarpos presentes en tejido 

fertilizado (A) y tejido fértil (B) durante las 48 h posteriores al tratamiento de inducción con metil 

jasmonato.
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Tabla 5: Cebadores empleados para las amplificaciones sobre ARN de Grateloupia imbricata.

Tabla 6: Sondas empleadas para la detección de la expresión génica.

2.4: Expresión génica por acción del metil jasmonato durante la car-
poesporogénesis

Para la optimización de la técnica se realizó una tabla de doble entrada para ajustar la tem-

peratura óptima de hibridación de los cebadores de cada gen, y las cantidades requeridas de 
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ADNc necesarias para llevar a cabo la ddPCR. El ADNc de trabajo para esta puesta a punto 

procede de diferentes estadíos de desarrollo del material algal.

Las temperaturas probadas fueron desde 50 a 60 ºC con un incremento de 0,5 ºC, mientras 

que las concentraciones fueron 50, 100 y 150 ng. Las temperaturas finalmente seleccionadas 

fueron 55 ºC para ODC, citocromo P450 y WD40 y 55,4 ºC para JMT, MT y MYB.

La mezcla de reacción se realizó de acuerdo a lo presentado en la tabla 4.

El procedimiento de amplificación se realizó de acuerdo a lo descrito en el apartado 1.4 del Objetivo 

1 (Expresión génica por acción del etileno durante la carpoesporogénesis) del presente capítulo.

Cada gen fue valorado para cada tipo de tejido (fertilizado y fértil) por triplicado. La expresión 

se cuantificó en los dos tiempos descritos (24 y 48 h). Por tanto, para cada gen y tipo de tejido 

se realizaron seis valoraciones. De igual forma se amplificaron muestras sin tratar como con-

troles (n=2) para cada tipo de tejido y gen, a los mismos tiempos previamente establecidos. 

Las muestras control correspondientes a cada gen y tipo de tejido se sometieron a cuatro 

valoraciones. Asimismo, se incluyó una muestra control o blanco (NTC) para cada placa de 

reacción. En aquellos casos en que más de un gen era incluido en una placa, un NTC por gen 

era incorporado.

Una vez determinadas las concentraciones óptimas de ADNc y las Tas óptimas para cada 

juego de cebadores, se realizaron amplificaciones para un total de 120 muestras.

2.5: Análisis estadístico

Los datos de expresión absoluta fueron determinados de manera automática por el software 

QuantaSoft v1.7 (Bio-Rad). Posteriores análisis estadísticos fueron realizados empleando el 

programa R-Studio (http://www.rstudio.com/). Para detectar diferencias significativas en los 

niveles de expresión génica de cada gen, se realizó primeramente un test de análisis de la 

varianza (ANOVA) seguido del correspondiente Test HSD (Honestly-significant-difference) de 

Tukey. Las diferencias significativas (p ≤ 0,05) se estudiaron de manera individual para el ‘tipo 

de tejido’ (fertilizado vs fértil) y para la ‘clase’ (muestras tratadas vs controles). Los análisis 

se realizaron para cada uno de los tiempos: 24 h y 48 h.
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Resultados

Expresión génica por acción del etileno durante la carpoesporogénesis

De manera general los resultados muestran un comportamiento génico diferencial atendien-

do a la ruta biosintética en la que se engloban (etileno, poliaminas y estrés) y la tendencia 

en la expresión a lo largo del tiempo (24 h, 48 h y 168 h) cuando se analiza tejido fertilizado 

y fértil respectivamente. Asimismo se encontraron diferencias significativas para los genes 

evaluados al comparar las muestras tratadas con sus controles (Tabla 7).

Tabla 7: Test estadístico ANOVA (p≤0,05) en función del tipo de tejido (fértil vs fertilizado) y para la clase 

(muestras tratadas vs controles). (*) representa diferencias significativas (p ≤0,01).

En relación a los genes que codifican enzimas de la ruta biosintética del ET (SAMs y ACS) 

se presenta sobreexpresión de la SAM sintasa, en relación a su control, a las 24 h tanto en 

talos fertilizados como en aquellos fértiles (Fig. 4). Para ACS la expresión medida fue siempre 

inferior, acercándose a los niveles control (100%) a las 48 h después del tratamiento para 

tejido fértil (Fig. 4).
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Figura 4: Valores de expresión relativa de los genes codificantes de la ruta de síntesis del etileno 

(SAMs y ACS) en talos fertilizados (A) y fértiles (B).

SAMs: S-Adenosil-metionina sintasa; ACS: ACC sintasa. La línea horizontal representa el 100% 

de expresión génica en muestras sin tratar para cada gen y tiempo de medida (n=2, expresión en 

copias µL-1 ±SD).
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Figura 5: Valores de expresión relativa de los genes codificantes de la ruta de las poliaminas en talos 

fertilizados (A) y fértiles (B).

ODC: ornitina descarboxilasa, Spds: espermidina sintasa; SAMs: S-Adenosil-metionina sintasa; AAO: 

aminooxidasa. La línea horizontal representa el 100% de expresión génica en muestras sin tratar para 

cada gen y tiempo de medida (n=2, expresión en copias µL-1 ±SD). 
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Atendiendo a la ruta biosintética de las poliaminas, todos los genes (ODC, Spd sintasa y SAM 

sintasa) son sobreexpresados en los talos fertilizados a las 24 h tras el tratamiento con ET, a 

excepción de la aminooxidasa. A las 168 h, cuando las primeras estructuras reproductoras 

comenzaron a visualizarse, se sobreexpresó el gen que codifica la Spd sintasa (2,43 ± 0,09 

copias Spds µL-1 en talos tratados vs 0,65 ± 0,02 copias Spds µL-1 en talos sin tratar) (Fig. 5). 

Esta sobreexpresión fue también observada en talos fértiles a los 24 h (2,27 ± 0,08 copias Spds 

µL-1 para talos tratados vs 1,75 ± 0,06 copias µL-1 de la muestra sin tratar), para posteriormente 

disminuir por debajo del nivel base a las 168 h (1,03 ± 0,09 copias µL-1 Spds vs 1,60 ± 0,07 co-

pias µL-1 control) (Fig. 5).

En relación a los genes que codifican proteínas de estrés (citocromo P450, APX y WD40) se 

detecta sobreexpresión relativa a las 24 h en talos fertilizados. A las 168 h, sin embargo se 

obtienen únicamente valores máximos en la expresión relativa de APX (2,70 ± 0,04 copias 

APX µL-1 talos tratados vs 0,28 ± 0,02 copias µL-1 talos sin tratar, Fig. 6).

Los talos fértiles revelan sobreexpresión relativa significativa a las 168 h de manera indivi-

dual para el gen citocromo P450 (Fig. 6).
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Figura 6: Valores de expresión relativa de los genes codificantes implicados en la respuesta oxidativa 

en talos fertilizados (A) y fértiles (B).

APX: Ascorbato peroxidasa. La línea horizontal representa el 100% de expresión génica en muestras sin 

tratar para cada gen y tiempo de medida (n=2, expresión en copias µL-1 ±SD).
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Expresión génica por acción del metil jasmonato durante la carpoespo-
rogénesis

Para cumplir con el objetivo 2 y siguiendo lo indicado en el epígrafe 2.4: Expresión génica por 

acción del metil jasmonato durante la carpoesporogénesis, de material y métodos; los genes 

analizados tras el tratamiento exógeno con MeJa fueron JMT, MT, ODC, citocromo P450, 

WD40 y MYB. De manera general, se detectó expresión génica significativa medida como 

copias µL-1 (p ≤ 0,01) en función del tiempo (24 h y 48 h) y el estado de desarrollo del material 

(tejido fertilizado vs fértil) (Tabla 8).

Tabla 8: Test estadístico ANOVA (p≤0,05) en función del tipo de tejido (fértil vs fertilizado) y para la 

clase (muestras tratadas vs controles). (*) representa diferencias significativas (p≤0,01).

A la vista de los resultados, podemos destacar tres hechos principales: i) el tratamiento con 

MeJa incrementa la expresión de las muestras tratadas en comparación con los controles, 

ii) en los talos fertilizados existen un incremento en la expresión a las 24 h posteriores al 

tratamiento con MeJa para la mayoría de los genes evaluados y, iii) en los talos fértiles, 

con cistocarpos presentes, la expresión se mantiene en unos valores similares para ambos 

tiempos, 24 y 48 h, para todos los genes, con la excepción del gen ODC donde se observa un 

incremento en el número de transcritos a las 48 h (Tabla 9).
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Tabla 9: Valores medios de expresión (copias μL-1 ±SD) para los talos tratados con metil jasmonato (n=3) 

a las 24 h y 48 h. ‘*’ indica diferencias significativas entre las muestras fertilizadas y fértiles a las 24 h y 

48 h (p≤0,01).

Asimismo, cuando se comparan los talos fertilizados tratados con MeJa a las 24 h y 48 h, se 

observa sobreexpresión del gen GiODC a las 24 h (1,87 ± 0,15 copias μL-1) frente a 1,12 ± 0,06 

copias μL-1 a las 48 h. Esta tendencia se observa igualmente para los genes involucrados en 

la síntesis del MeJa (MT y JMT), los genes relacionados con la respuesta a estrés (citocromo 

P450 y WD40) y MYB (Tabla 9).

Por otro lado, si comparamos los talos fértiles a las 24 h y 48 h, observamos expresión diferen-

cial significativa para GiODC a las 48 h (1,11 ± 0,04 copias μL-1), coincidente con el desarrollo 

completo de cistocarpos, en oposición a las 0,75 ± 0,03 copias μL-1 obtenidas a las 24 h. 

De manera opuesta, no se observaron diferencias significativas en la expresión del resto de 

los genes para los dos tiempos analizados. 
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Discusión

La caracterización de la expresión génica en macroalgas durante el evento reproductivo 

de la carpoesporogénesis ha revelado información sustancial sobre el comportamien-

to de los genes durante la transición a la etapa reproductiva. Así, entendemos que los 

resultados presentados nos permitirán seguir avanzando en el conocimiento de la fisio-

logía algal durante el proceso de reproducción. Una de las primeras evidencias que se 

puede destacar de este trabajo es la dificultad de comparar las expresiones entre los di-

ferentes estadíos de desarrollo. En Grateloupia imbricata solo es posible reconocer dos 

fases del ciclo de desarrollo de los cistocarpos, es decir, cuando están presentes o no 

las estructuras reproductoras. Esto evidentemente dificulta la comparación de los datos 

de expresión, en valores absolutos, para los diferentes genes, ya que no todas las algas 

se encuentran en el mismo estadío microscópico de desarrollo. A esta dificultad se le 

añade el hecho de que someter al alga a un tratamiento con un compuesto inductor de la 

reproducción evidentemente estimula la formación de los cistocarpos, pero nuevamente 

resulta en un proceso asincrónico. Por ello, se ha decidido abordar los resultados y la 

discusión de este trabajo en función de los valores relativos de expresión en relación a 

los talos sin tratar y se considerarán los valores absolutos cuando estos sean significa-

tivos.

Caracterización de la expresión génica por acción del etileno durante la 
carpoesporogénesis

El ET es un hidrocarburo no saturado de fórmula molecular simple, C2H4, el cual bajo condi-

ciones fisiológicas de temperatura y presión, se presenta como gas. A pesar de la relativa 

simplicidad de su estructura y composición, es considerado una fitohormona capaz de afec-

tar y regular directamente diferentes procesos metabólicos y fisiológicos en plantas supe-

riores, tales como el crecimiento de brotes y raíces, la epinastia, la inducción de la floración, 

maduración y abscisión del fruto, la diferenciación celular o el desarrollo, la reproducción, 

la senescencia, la caída de las hojas o el geotropismo de las raíces entre otros (Abeles et 

al., 1992; Tomás-Barberán et al., 1997; Poulev et al., 2003; Cin et al., 2005; An et al., 2010; Xu y 

Zhang, 2015 ). Asimismo, es capaz de interaccionar con otras moléculas como los jasmona-

tos, el ácido giberélico o las auxinas (Guo y Ecker, 2007; Licausi et al., 2013) y actuar como 

molécula señalizadora regulando la respuesta ante situaciones de estrés de naturaleza bió-

tica y abiótica (p.e: control de la generación y señalización de ROS) (Golemiec et al., 2014; 

Sawicki et al., 2015).
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De igual forma, el etileno a nivel transcripcional es capaz de alterar la expresión de diversos 

genes implicados en múltiples vías biosintéticas. Por ejemplo, en Arabidopsis sp. se ha visto 

como un estudio evaluando la expresión de 6.000 genes, entre los que se incluyen genes de 

defensa, genes pertenecientes a diferentes rutas metabólicas tales como las auxinas, jasmo-

natos o azúcares, así como algunos de la propia ruta biosintética del ET, mostraron expresión 

alterada en respuesta a ET (Van Zhong y Burns, 2003).

Por otro lado y de manera específica, el ET ha demostrado influir varios aspectos del proceso 

reproductivo in vitro en diferentes especies de algas rojas (García-Jiménez y Robaina, 2012). 

Así, la aplicación exógena de ET sobre talos infértiles, en el alga roja P. capillacea induce la 

formación y maduración de las estructuras tetraesporangiales (García-Jiménez y Robaina, 

2012). Asimismo, estas modificaciones fisiológicas han sido, a su vez, relacionadas de mane-

ra directa con la actividad enzimática de las enzimas de síntesis del ET, ACC sintasa (ACS) y 

ACC oxidasa (ACO); con la síntesis de putrescina, y con la liberación de etileno en este alga. 

En este sentido, se sabe que la interrelación entre las rutas biosintéticas del ET y las PAs tie-

ne lugar a través del intermediario SAM, y los resultados obtenidos en P. capillacea parecen 

indicar que ambas rutas actúan en sinergia (García-Jiménez y Robaina, 2012).

A nivel génico, se ha comprobado como el ET es capaz de afectar la expresión de ODC en 

el alga roja Grateloupia imbricata (GiODC), por lo que este gen ha sido propuesto como can-

didato del proceso reproductivo en algas rojas durante el proceso de carpoesporogénesis 

in vitro. Así ODC revela expresión diferencial en función del estado del talo (fértil e infértil) y 

parte del talo (apical vs basal) (García-Jiménez et al., 2009), del periodo de inducción y perio-

do de aparición de los cistocarpos, así como del tipo de inductor de la carpoesporogénesis 

(Montero-Fernández et al., 2016).

También en el alga roja P. yezoensis la aplicación exógena de ACC, precursor del ET, mostró 

la sobreexpresión de genes relacionados con división celular en el tejido gametofítico, sugi-

riendo que el ET controla la transición a la etapa reproductiva y ocasiona cambios celulares 

dirigidos a la formación de las estructuras reproductivas (Uji et al., 2016).  

Por tanto, parece evidente que los cambios fisiológicos observados in vitro tras el tratamien-

to con ET durante el proceso reproductivo son el resultado de la regulación de los diferentes 

genes implicados en el mismo. Esencialmente y debido a la complejidad del evento de la car-

poesporogénesis se hace necesaria la actuación conjunta de un grupo de genes que apoyen 

los cambios ocasionados. Más aún y considerando la posible interacción con la ruta de las 

poliaminas a través del intermediario común SAM, sería probable que la acción reguladora 
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del ET no sólo afecte a la propia ruta biosintética del ET, sino que se haga extensible a genes 

implicados en otras rutas, como aquella de síntesis de las PAs o aquellas implicadas en res-

puesta a estrés.

En este trabajo se ha determinado como el tratamiento con ET afecta de manera significativa 

la expresión de los genes evaluados en comparación con los controles sin tratar (Tabla 7).

Así, la expresión de los genes seleccionados y relacionados con las vías de síntesis del ET 

(ACS y SAMs), de las PAs (ODC, Spds, AAO y SAMs), y aquellos relacionados con estrés y 

regulación de especies reactivas durante periodos de estrés (citocromo P450, WD40 y APX) 

se ha monitorizado durante una semana, en talos fertilizados y fértiles.

En talos fertilizados de G. imbricata, la sobreexpresión del gen que codifica la SAM sintasa 

(0,64 ± 0,02 copias μL-1 talos tratados vs 0,28 ± 0,03 copias μL-1 talos sin tratar) a las 24 h (Fig. 

4), está correlacionada con la síntesis de etileno y poliaminas. Considerando que la enzima 

SAM sintasa es la encargada de transformar la metionina en SAM, el sustrato principal de la 

ruta de síntesis del etileno y el dador de grupos aminopropilos para la síntesis de poliaminas, 

se puede inferir que tras el tratamiento con etileno existe un comportamiento sinergético 

entre ambas rutas. Así, en tomate se ha visto como la sobreexpresión del gen SISAMS1 

(SAM sintasa) ocasiona la rápida conversión de Put a Spd y Spm (Gong et al., 2014) y de igual 

forma, plantas de tabaco que sobreexpresan el gen SAMDC presentan mayores niveles de la 

fracción de PAs conjugadas solubles (Hu et al., 2012), lo que indica una relación directa entre 

la actividad de SAM y la generación de PAs. De manera similar por tanto, estos resultados 

son asimismo coincidentes con lo previamente descrito en la macroalga roja P. capillacea 

donde la aplicación de etileno sobre sus talos inducía la síntesis de poliaminas de manera 

dependiente al tiempo de exposición al volátil (García-Jiménez y Robaina, 2012).

Por otro lado el patrón de expresión del gen que codifica la ACC sintasa, encargada de la 

transformación inicial de SAM en ACC, demuestra que la estimulación por etileno no activa-

ría la síntesis de etileno de novo y de ahí que los niveles de expresión génica sean menores 

en comparación a aquella medida en los talos no tratados (0,42 ± 0,01 y 0,56 ± 0,03 copias μL-1 

para las muestras tratadas vs 0,57 ± 0,04 y 1,49 ± 0,07 copias μL-1 para las muestras sin tratar) 

a 24 y 48 h respectivamente.

En talos fértiles a las 24 h, esta misma tendencia de sobreexpresión génica de SAMs tras 

el tratamiento con ET y unos valores inferiores en la expresión del gen ACS apoyan los re-

sultados previamente descritos en talos fertilizados. A pesar de que no es comparable la 
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expresión entre tejido fertilizado y fértil, sí sería aceptable inferir que el comportamiento de 

estos genes no se relaciona con el estadío reproductivo del alga. Resultados similares han 

sido obtenidos por Uji y colaboradores, 2016, los cuales identificaron un contig homólogo a 

un gen de ACC sintasa en Pyropia yezoensis. Este gen no mostraba diferencias significativas 

de expresión cuando se comparaba material gametofítico maduro e inmaduro. 

Por el contrario, considerando los genes que codifican enzimas relacionados con la síntesis 

de las PAs (ODC, Spds, SAMs y AAO), sí se observa expresión génica diferencial de acuerdo 

al tipo de tejido (fertilizado vs fértil, Fig. 5). Así, en los talos fertilizados a las 24 h existe una 

sobreexpresión de estos genes a excepción del gen que codifica la aminooxidasa tras el tra-

tamiento con etileno. Una vez los primeros cistocarpos aparecen (168 h), la expresión del gen 

para la Spd sintasa se incrementa significativamente (2,43±0,09 copias μL-1 en las muestras 

tratadas vs 0,65 ± 0,02 copias μL-1 muestras sin tratar, Fig. 5). 

La presencia de Spd y Spm se ha correlacionado previamente con la maduración y liberación 

de las esporas en otras algas rojas (Guzmán-Urióstegui et al., 2002; Sacramento et al., 2004, 

2007). Así en G. imbricata, Sacramento y colaboradores, 2004, demostraron que el cultivo 

in vitro de explantos con presencia de cistocarpos en medios conteniendo alguna de es-

tas poliaminas favorecía el desarrollo de los cistocarpos. Por tanto, los elevados niveles de 

transcritos mostrados por Spds a las 168 h pueden relacionarse con la síntesis de Spd y Spm 

necesaria para que comiencen a visualizarse las estructuras reproductoras.

En talos fértiles, dado que el metabolismo de las poliaminas está activo por lo explicado pre-

viamente, parece normal que encontremos expresión del gen AAO, el cual codifica la enzima 

aminooxidasa, encargada junto a la enzima poliaminooxidasa, de mantener los niveles de las 

poliaminas, Put, Spd y Spm.

De manera particular mencionamos el papel del gen ODC, el cual presenta niveles menores 

de expresión en talos fértiles de G. imbricata lo que concuerda con los datos previos del 

grupo de investigación. GiODC presenta máxima expresión cuando los talos no presentan 

cistocarpos. Por tanto la monitorización de la expresión de GiODC en talos fértiles nos indica 

que está expresión se ve reducida cuando los cistocarpos están presentes y disminuye aún 

más cuando el cistocarpo está completamente maduro a las 168 h (0,91 ± 0,04 copias μL-1 

frente a 0,18 ± 0,07 copias μL-1) a las 24 y 168 h respectivamente. 

Así, estudios previos mostraron como GiODC muestra expresión diferencial durante la forma-

ción del cistocarpo in vitro. Mediante el empleo de dos aproximaciones metodológicas, qPCR 
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e ISH, se demostró por un lado que los niveles de transcritos varían en función del tejido (zona 

basal del talo frente a la apical) y el grado de desarrollo o maduración del mismo (presencia o 

ausencia de cistocarpos), y por otro lado, como esta expresión está relacionada de manera 

proporcional a las actividades enzimáticas medidas previamente para la enzima ODC y los 

niveles endógenos de PAs (García-Jiménez et al., 2009). Estos trabajos evidenciaron máximos 

tanto en los niveles de expresión de GiODC como en la concentración endógena de poliami-

nas en la zona basal del talo, donde no se encuentran cistocarpos, y cómo ambos disminuyen 

según el tejido madura reproductivamente y aparecen las estructuras reproductoras. 

Posteriormente, se ha observado como la aplicación de diferentes inductores-fotoperiodo, 

etileno y metil jasmonato- sobre tejido infértil del alga altera asimismo los patrones de expre-

sión del gen ODC en función tanto del tipo de inductor como del grado de desarrollo del tejido, 

afectando consecuentemente el desarrollo del proceso reproductivo in vitro (García-Jimé-

nez et al., 2016; Montero-Fernández et al., 2016). De manera específica, se ha detectado como 

la aplicación de ET produce un incremento de expresión muy superior en comparación con el 

resto de inductores (450 veces superior) con respecto a los controles, justo tras el periodo de 

inducción lo que parece indicar que G. imbricata es capaz de detectar la presencia de etileno 

y producir una respuesta rápida y eficiente ante el estímulo (Montero-Fernández et al., 2016). 

En este sentido, GiODC se caracteriza por contener en su zona 5’UTR diversos FTs relaciona-

dos con la respuesta a ET lo que implica una posible relación entre los mismos y la respuesta 

transcripcional mostrada por este gen (Montero-Fernández et al., 2016). 

 

En relación a los genes que codifican proteínas relacionadas con el estrés oxidativo: APX, 

citocromo P450 y WD40 revelan sobreexpresión en talos fertilizado a las 24 h, pero de manera 

notable los valores máximos para APX ocurren a las 168 h tras el tratamiento (Fig. 6) 

En plantas superiores, la presencia de especies reactivas, tipo H2O2, se relaciona con el 

ablandamiento de los tallos de las plantas (Pilati et al., 2014). Aunque en algas el conocimien-

to a nivel fisiológico está lejos de aquel de plantas superiores, nuestros datos permiten es-

tablecer como hipótesis que la formación de cistocarpos requiere de un mecanismo via ROS 

para ablandar igualmente el tejido y permitir el desarrollo de los cistocarpos. De ahí que en 

talos de G. imbricata tratados con etileno los genes relacionados se sobreexpresen a las 24h. 

Por otro lado, el comportamiento de APX, el cual codifica una de las enzimas más importante 

de secuestro de especies reactivas en algas (Sano et al., 2001; Kitajima et al., 2002; García-Ji-

ménez et al., 2016) muestra valores relativos máximos a las 168 h en tejido fertilizado lo que es 

coincidente con el momento de aparición de las estructuras reproductoras y parece apoyar 

la hipótesis de una posible función en la aparición de las mismas (Fig. 6).
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No obstante, pocos estudios existen sobre el estudio de ROS en macroalgas, y de manera 

específica menos aún en referencia al efecto o papel que ejercen las mismas tras inducción 

con ET durante el proceso reproductivo, por lo que el conocimiento sobre cualquier aspecto 

referente a su fisiología es necesario. Al respecto, Uji y colaboradores (2016) observaron la 

sobreexpresión de varios genes potencialmente involucrados en la regulación de ROS, tales 

como catalasas o glutaredoxinas entre otros, en tejido gametofítico maduro tras la inducción 

con ET. Las catalasas catalizan la dismutación de H2O2 a H2O y O2, mientras que las glutare-

doxinas favorecen la tolerancia ante estrés oxidativo en cianobacterias y plantas superiores 

(Rouhier et al., 2008). 

La sobreexpresión observada para el gen citocromo P450 en tejido fértil a las 168 h podría 

identificarse con la finalización en el proceso de maduración de los cistocarpos (0,18 ± 

0,04 copias μL-1 en material tratado frente a 0,04 ± 0,05 copias μL-1 en material sin tratar). 

En plantas superiores, este gen ha sido relacionado con la respuesta a estrés oxidativo y 

como paliativo del daño celular ocasionado por el mismo (Pinot y Beisson, 2011). No obs-

tante, su papel como regulador de distintos procesos de desarrollo en plantas superiores 

y en respuesta a inductores diversos, específicamente involucrado en ciertos aspectos 

del desarrollo de la semilla ha sido también destacado (Adamski et al., 2009). Por ejemplo, 

en trigo (Triticum aestivum L.) la sobreexpresión del gen citocromo TaCYP78A3 afecta de 

manera directa el tamaño de la semilla al provocar una mayor producción de células (Ma 

et al., 2015). También en Arabidopsis sp. la sobreexpresión de otro gen tipo citocromo, 

CYP78A9, permite el crecimiento del fruto de una manera independiente al proceso de fer-

tilización, lo que indica que los genes de la familia citocromo P450 regulan el crecimiento 

y desarrollo de los órganos reproductivos de manera autónoma al estado de madurez del 

tejido (Sotelo-Silveira et al., 2013).

Caracterización de la expresión génica por acción del metil jasmonato 
durante la carpoesporogénesis

 

El compuesto volátil metil jasmonato es un derivado lipídico de las oxilipinas con numero-

sas funciones reguladoras en vegetales. Esta sustancia así como los diferentes compuestos 

asociados, conocidos de manera general como jasmonatos, destacan por su capacidad para 

afectar diversos procesos fisiológicos en plantas superiores tales como la respuesta frente a 

situaciones de estrés, acumulación de compuestos y metabolitos secundarios, respuesta de-

fensiva frente a ataque por patógenos o generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

(Overmyer et al., 2000; Suhita et al., 2003; Danon et al., 2005; Munemasa et al., 2007; Howe y 
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Jander, 2008; revisado en Yan y Xie, 2015). De manera similar, el MeJa ha sido asociado a 

diversos aspectos fisiológicos relacionados con el crecimiento y desarrollo en algas (Krupina 

y Dathe, 1991; Bouarab et al., 2004; Küpper et al., 2009).

Específicamente, se ha observado como la aplicación exógena de MeJa en talos infértiles 

de la macroalga roja G. imbricata modifica el patrón normal de desarrollo de las estructuras 

reproductivas in vitro: estimula y reduce su tiempo de formación a 48 h, provoca la apertura o 

dehisciencia de las mismas y muestra la presencia de fases mixtas (esporangios y cistocar-

pos) en un mismo talo del alga (García-Jiménez et al., 2016).

De manera análoga a lo mostrado con el ET, se entiende que esta regulación mediada por 

jasmonatos se logra a través de la coordinación de varias rutas biosintéticas afectando en 

última instancia los diversos genes implicados en las mismas.

Hasta la fecha, se ha establecido el gen ODC como candidato a la reproducción debido a su 

comportamiento diferencial en función del estadío reproductivo y al tipo de inductor emplea-

do (García-Jiménez et al., 2009; Montero-Fernández et al., 2016).

Asimismo, estudios previos in silico mostraron que la región 5’ de GiODC contiene elementos 

reguladores (FTs) relacionados con la respuesta a volátiles, por lo que es probable la implica-

ción de los mismos en las respuestas generadas.

No obstante, pocos datos más se conocen en relación al proceso reproductivo a nivel génico.

En este sentido, suponemos que debido a la complejidad del proceso de carposporogénesis, 

una variedad de genes, además de ODC, deben respaldar a nivel molecular los cambios que 

ocurren a nivel fisiológico en respuesta a MeJa. Más aún, estimamos que dichos genes de-

ben por un lado estar involucrados de manera directa o indirecta en la ruta biosintética de los 

jasmonatos en algas y, por otro lado, deben ser capaces de responder a la señal del mismo, 

integrarla y transmitirla de manera que genere una respuesta acorde.

En plantas superiores se ha visto como el metil jasmonato está implicado en diferentes pro-

cesos fisiológicos actuando como señalizador en diferentes rutas biosintéticas y regula la 

expresión de un gran número de genes. Así, tanto el MeJa como otros compuestos derivados 

del ácido linolénico como el ácido jasmónico (JA), pueden activar la expresión de diversos 

genes cuya respuesta generará la acumulación de productos varios relacionados con la sín-

tesis de jasmonatos (Seo et al., 2001).
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En algas hemos visto como el tratamiento con MeJa modifica la expresión de GiODC en com-

paración con las muestras sin tratar (Tabla 8).

En este sentido y para profundizar en el proceso reproductivo en algas rojas, creemos que 

existe más de una señal que induce el desarrollo de cistocarpos y que probablemente la vía 

de señalización del MeJa emplea estrategias distintas para responder a dichas señales.

En este trabajo, para evaluar la expresión a las 24 h y 48 h en talo fértil y fertilizado se propusie-

ron dos genes de síntesis del MeJa que codifican para la enzima JA metil transferasa (JMT) y 

una metil transferasa (MT); MYB, un gen implicado en procesos de desarrollo y reproducción 

en plantas superiores, y citocromo P450 y WD40, genes implicados en respuesta a estrés.

En plantas superiores, diferentes FTs MYB, pueden interaccionar con las proteínas JAZ y 

regular procesos como la maduración del polen, el desarrollo del estambre o la dehiscencia 

de las anteras en respuesta a ácido jasmónico (Song et al., 2011). Por su parte, los genes MYB 

controlan diferentes procesos fisiológicos (Ambawat et al., 2013), y en respuesta a diversas 

condiciones experimentales, se expresan en tejidos específicos del vegetal tales como en las 

anteras (Higginson et al., 2003; Steiner-Lange et al., 2003) o flores (Shin et al., 2002), durante el 

desarrollo de la semilla o el comienzo de la floración (Gocal et al., 2001; Woodger et al., 2003). 

Asimismo, afectan diferentes aspectos de la fertilidad en vegetales (Mandaokar et al., 2003, 

2006; Mandaokar y Browse, 2009; Cheng et al., 2009; Reeves et al., 2012).

De manera adicional, los genes MYB pueden actuar en la transmisión de señales entre dife-

rentes vías de señalización y están implicados en la regulación de los niveles de ROS (Al-At-

tala et al., 2014; Liao et al., 2016).

Los niveles de expresión detectados para MYB muestran sobreexpresión a las 24 h en talos 

fertilizados (sin cistocarpos visibles) tras la inducción con MeJa. La tendencia mostrada re-

vela una acumulación máxima de transcritos a las 24 h (3,0 ± 0,03 copias µL-1), la cual dismi-

nuye hasta unos niveles de expresión basales a las 48 h. A este tiempo, algunos cistocarpos 

se encuentran presentes en el tejido, si bien su grado de maduración y desarrollo no es 

completo. Este comportamiento sugiere una expresión transitoria por la cual los genes MYB 

son activados por la señal inductora del MeJa (o alguno de sus derivados, como el ácido 

jasmónico), generando una respuesta rápida en las primeras 24 h.

Por otro lado, la carpoesporogénesis supone la transición de una etapa vegetativa de creci-

miento a una reproductiva lo que implica cambios complejos y a diferentes niveles fisiológicos 
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(p.e: degradación y síntesis de compuestos o elongación de tejidos entre otros) (Liszkay et al., 

2004; Carol y Dolan, 2006), los cuales generarán un exceso de carga oxidativa para el vegetal. 

En este estado, la síntesis de MeJa activa el metabolismo oxidativo de los ácidos grasos poli-

insaturados (PUFAs) generando derivados oxidados de los ácidos grasos y especies reactivas 

de oxígeno, tales como los radicales libres OH-, O2 y/o H2O2 (Miller et al., 2008; Weinberger et al., 

2011). La acumulación excesiva de este tipo de compuestos puede afectar de manera negativa 

el metabolismo celular, afectando diversos aspectos tales como el balance de especies de óxi-

do-reducción (REDOX), interfiriendo en distintas rutas hormonales y/o modificando la expresión 

de diversos genes. En este estado en el cual la homeostasis se ve comprometida, se originará la 

síntesis de diversos compuestos que ayuden a reducir el daño oxidativo. Entre estos compues-

tos, encontramos las proteínas WD40 y citocromo P450 involucradas en distintos procesos de 

desarrollo en plantas superiores, así como responsables de paliar el daño celular ocasionado 

por diferentes tipos de estrés (Pinot y Beisson, 2011; Xu y Min, 2011).

De manera paralela, diferentes rutas metabólicas serán activadas con el fin de paliar esta 

carga negativa e intentar asegurar la viabilidad del vegetal (Caverzan et al., 2012). Entre ellas, 

diferentes enzimas como la catalasa (CAT) o la enzima ascorbato peroxidasa (APX) además 

de su capacidad como scavenger o eliminadoras de ROS, han sido asociadas a procesos 

fisiológicos como el desarrollo del fruto o la transición a la etapa reproductiva en plantas 

superiores (Noctor y Foyer, 1998; Agrawal et al., 2003; Matamoros et al., 2003). Sin embar-

go, estudios previos en talos fértiles e infértiles de G. imbricata mostraron como la tasa de 

peroxidación lipídica así como los valores de expresión de APX no presentan diferencias 

significativas tras la inducción con MeJa, demostrando que en este caso las ROS no ejercen 

un papel determinante en el desarrollo del cistocarpo en este alga (García-Jiménez et al., 

2016). Estos resultados indican que la generación de productos intermedios derivados de la 

peroxidación lipídica no requiere una activación génica previa y es independiente del estado 

de maduración del tejido algal.

Sin embargo, los valores de expresión obtenidos en este trabajo para los genes que codifican 

citocromo P450 y WD40 en tejido fertilizado muestran sobreexpresión a las 24 h posteriores 

al tratamiento con MeJa (Tabla 9).

A la vista de los resultados, parece que el MeJa produce una señal general la cual activa 

de manera inespecífica los genes evaluados en tejido fertilizado en las primeras horas poste-

riores al tratamiento. Así, todos los genes evaluados experimentan sobreexpresión a las 24 h 

siguientes al tratamiento lo que indica que en macroalgas rojas, los genes correspondientes a 

diferentes rutas biosintéticas responden a la inducción por MeJa en un rango temporal similar.
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Por otro lado, los valores de expresión en tejido fértil muestran una tendencia uniforme du-

rante el desarrollo del cistocarpo: no se encontraron diferencias significativas en los valores 

de expresión para el gen MYB ni para los genes de estrés cuando se compararon las mues-

tras tratadas con MeJa a las 24 h y 48 h respectivamente (Tabla 9).

Sin embargo, GiODC revela un patrón opuesto con un máximo de expresión a las 48 h coinci-

diendo con el mayor grado de desarrollo de los cistocarpos (Tabla 9).

En plantas superiores, donde el conocimiento es más extenso en comparación con algas, los 

mecanismos por los cuales los vegetales perciben los jasmonatos y como dicha percepción 

afecta la regulación transcripcional, a día de hoy no han sido completamente dilucidados 

(Seo et al., 2001). Consecuentemente, establecer qué vía de señalización es responsable de 

la respuesta en algas rojas es meramente especulativo.

No obstante, de nuestros resultados podemos inferir que ODC es capaz de percibir MeJa, 

integrar la señal y generar una respuesta a nivel génico, la cual afectará el desarrollo y ma-

duración del cistocarpo.

En tejido fertilizado, el gen GiODC cuyo máximo de expresión ocurre a las 24 h (1,87 ± 0,15 

copias µL-1 ) y decrece hasta un estado basal a las 48 h (1,12± 0,06 copias µL-1), se comporta 

como un gen de respuesta rápida, capaz de modificar su capacidad transcripcional en un 

periodo relativamente corto (rango de horas), en espuesta a un estímulo de crecimiento y/o 

desarrollo, en este caso la inducción por MeJa.

En este sentido, los resultados observados muestran un patrón diferencial: por un lado, una 

rápida acumulación de transcritos generada por la inducción con MeJa en talos fertilizados 

la cual no presenta un cambio fisiológico aparente (no se observa una acumulación o madu-

ración de cistocarpos significativa en el tejido); mientras que en talos fértiles, la activación 

de GiODC provoca la maduración y apertura de los cistocarpos.

Así en talos fértiles la expresión de GiODC se incrementa desde unos valores iniciales de 0,75 

± 0,03 copias µL-1 a las 24 h hasta alcanzar su máximo a las 48 h posteriores al estímulo (1,11 

± 0,04 copias µL-1), coincidiendo con la presencia de cistocarpos. De igual forma, estos re-

sultados fueron observados previamente para tejido infértil (Montero-Fernández et al., 2016), 

donde la aplicación exógena con Meja inducía la maduración y aparición de los cistocarpos 

a las 48 h, mostrando por un lado la capacidad para percibir dicha molécula y a la vez generar 

una respuesta acorde, y por otro lado, la necesidad de un periodo de transición desde la 
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percepción del estímulo (periodo de inducción o elicitation period) hasta la manifestación vi-

sible de la respuesta generada (periodo de aparición de los cistocarpos o disclosure period).

En relación a esto, se plantea la pregunta de si la expresión de GiODC es regulada princi-

palmente por MeJa o es el estado de maduración del tejido el que determina los niveles de 

expresión del gen.

Debido a que visualmente es imposible distinguir fases de desarrollo intermedias más allá de 

las determinadas en este trabajo, es difícil establecer un momento temporal específico en 

el cual dicha señal finalmente actúe afectando el tejido. Sin embargo, podríamos suponer la 

posibilidad de que el tejido de Grateloupia sometido a tratamiento con MeJa, fuese ‘diferen-

te’, o capaz de comportarse de manera diferencial en función del momento en que percibe la 

señal. Así tendríamos una respuesta en el incremento de transcritos rápida, desde el momen-

to en que aplicamos el tratamiento hasta las primeras 24 h, y por otro lado tendríamos una 

respuesta espacial, a las 48 h, con el cistocarpo completamente maduro en el cual se puede 

llegar a producir la apertura del mismo.

Sin embargo y aunque el trabajo aquí presentado supone un primer acercamiento a nivel 

general sobre el comportamiento de diversos genes conformando parte de la intrincada red 

molecular existente en algas rojas y asociados al proceso reproductivo tras la inducción con 

dos compuestos volátiles, etileno y metil jasmonato, sienta las bases para futuros estudios 

sobre la importancia de estas sustancias y su implicación en el proceso de carpoesporogé-

nesis en algas rojas.
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Conclusiones

Objetivo 1

· En este capítulo el efecto del compuesto inductor de naturaleza volátil etileno sobre la ex-

presión génica ha sido evaluado en tejido fertilizado y fértil de la macroalga roja G. imbri-

cata. Para ello, 8 genes asociados con diferentes aspectos fisiológicos e involucrados en 

diveras rutas biosintéticas han sido evaluados. Los genes estudiados se relacionan con 

la ruta de respuesta y síntesis del ET (ACS y SAMs); ruta biosintética de las poliaminas 

(GiODC, AAO, SAMs y Spds), y estrés oxidativo (WD40, citocromo P450 y APX).

· La metodología empleada para la cuantificación de la expresión ha sido la técnica 

de amplificación digital por gotas (ddPCR o droplet digital PCR), la cual permite una 

cuantificación absoluta sin la necesidad de establecer controles internos o house-

keeping genes.

· El etileno presenta capacidad reguladora a nivel transcripcional afectando la expresión 

de los genes evaluados de manera significativa en comparación con las muestras sin 

tratar.

· La expresión es superior a las 24 h posteriores al tratamiento para la mayoría de los genes 

evaluados, lo que muestra una respuesta rápida ante la señal del ET, evidenciando la pre-

sencia de un sistema de percepción e integración de la señal en G. imbricata.

· Los genes que comparten rutas biosintéticas muestran comportamiento génico similar: 

así, aquellos involucrados en las rutas biosintéticas del etileno (ACS y SAMs) y las po-

liaminas (GiODC, Spds, AAO y SAMs) presentan perfiles de expresión similares, lo que 

sugiere interconexión entre ambas vías y regulación coordinada mediada por etileno. Por 

otro lado, los genes relacionados con estrés oxidativo (citocromo P450 y APX) presentan 

mayor expresión en el momento coincidente con la aparición del cistocarpo, lo que se ha 

relacionado con el propio proceso de formación de la estructura reproductora y con una 

posible respuesta paliativa ante el estrés generado por la ocurrencia de dicho evento.

· Los niveles de expresión a lo largo del tiempo (24 h, 48 h y 168 h) al comparar talos fértiles 

y fertilizados tras tratamiento con ET no muestran diferencias significativas, a excepción 

de ODC y citocromo P450, lo que sugiere que en este caso, el grado de desarrollo no es 

determinante para la recepción e integración del estímulo.
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Objetivo 2

· En este capítulo el efecto del compuesto inductor de naturaleza volátil metil jasmonato 

(MeJa) sobre la expresión génica ha sido evaluado en tejido fertilizado y fértil de la ma-

croalga roja G. imbricata. Para ello, se han seleccionado 5 genes, en adición a GiODC, 

presumiblemente asociados con diferentes aspectos del metabolismo de los jasmonatos 

en algas. Los genes estudiados se incluyen en la ruta de síntesis del MeJa (JMT y MT); 

respuesta a estrés (WD40 y citocromo P450) y MYB, implicado en diferentes aspectos de 

la fisiología vegetal.

· Los resultados obtenidos muestran sobreexpresión de los genes en tejidos tratados.

· La inducción por MeJa genera un máximo de acumulación de transcritos a las 24 h en 

material fertilizado para todos los genes evaluados.

· En tejido fértil tratado con MeJa, la tendencia general mostrada es uniforme para todos 

los genes, a excepción de GiODC, el cual muestra un claro incremento de transcritos a 

las 48 h posteriores al tratamiento, momento coincidente con el grado máximo de madu-

ración de las estructuras reproductoras.

· El máximo de expresión mostrado por GiODC a las 48 h tras tratamiento con MeJa, indica 

por un lado, que existe de manera clara una señal inductora de dicho volátil sobre el gen 

ODC y por otro lado, una respuesta relacionado con la maduración de las estructuras 

reproductoras.
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Conclusiones Generales

· El estudio y análisis in silico de la región 5’ del gen ODC en la macroalga roja Grateloupia 

imbricata (GiODC) ha permitido la identificación de diversos motivos y elementos regula-

dores contenidos en la misma. 

· De los elementos identificados, seis de ellos se relacionan con respuestas al crecimiento 

y desarrollo de G. imbricata como son el fotoperiodo (PIFs y Dof), el etileno (SMZ, RAV y 

Abi4) y el metil jasmonato (MYCs).

· Los resultados de expresión diferencial del gen de la ornitina descarboxilasa revelan la 

importancia del tipo de inductor (luz, etileno, metil jasmonato) y del tiempo de desarrollo 

in vitro del cistocarpo (elicitation period vs disclosure period).

· El etileno afecta la expresión de diversos genes relacionados con las rutas biosintéticas del 

mismo (ACC sintasa y SAM sintasa); las poliaminas (GiODC, AAO, SAM sintasa y espermidi-

na sintasa (Spds)) y la respuesta ante estrés oxidativo (APX, citocromo P450 y WD40).

· Considerando la sobreexpresión del gen codificante para la enzima SAM sintasa, en talos 

fertilizados y fértiles, se puede decir que las rutas de síntesis de poliaminas y etileno 

trabajan en sinergia. 

· La sobreexpresión del gen Spd sintasa a medida que los cistocarpos se desarrollan y ma-

duran corrobora la necesidad de las poliaminas espermidina y espermina en la formación 

y aparición de las estructuras reproductoras.

· La sobreexpresión en tejido fertilizado para todos los genes implicados en la ruta de síntesis 

del metil jasmonato (Jasmonic-Acid Methyl-Transferase (JMT) y Methyl-Transferase (MT)), 

respuesta a estrés (WD40  y citocromo P450) y MYB  tras el tratamiento con metil jasmonato, 

revela una inducción generalizada de transcritos por acción de este inductor.

· Por el contario, en talos fértiles únicamente la expresión de GiODC se ve alterada, lo que señala 

un comportamiento específico del metil jasmonato durante la maduración de los cistocarpos.

· La respuesta mostrada por GiODC para todos los tratamientos de inducción del evento 

reproductivo y los diferentes estados de desarrollo de los cistocarpos, confirman su im-

portancia como gen candidato durante el proceso de carpoesporogénesis.
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