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RESUMEN

La introduccion de especies exoticas marinas y su posible actividad invasiva se

considera hoy en dia la 32 gran amenaza global para la biodiversidad. Para evitar
estos dafios es necesario mantener controles que permitan una certera y rapida
identificacion de las especies que estan invadiendo o siendo introducidas. Los
métodos morfolégicos muchas veces no son capaces de discernir especies cripticas
por lo que hoy en dia se usan métodos de identificacibn genética, con especial
relevancia el uso de barcoding. El caso de las algas rojas foliosas es muy
caracteristico en Europa, ya que debido a que su simple morfologia han ocurrido
introducciones cripticas, como el caso de G. turuturu que se confundia con G.
doryphora. La presencia de esta Galicia nos pone en antecedentes, de que esto
sucede en costas cantabricas. Por lo que nosotros proponemos un estudio para la
identificacion de especies cripticas introducidas en Asturias, mediante el uso de
técnicas de barcoding usando a COIl como marcador principal. Se encontraron dos
especies aloctonas, nunca antes descritas en Europa (Grateloupia hawaiiana and

Prionitis sp 3jeju).

ABSTRACT

The introduction of exotic species and there possible invasive activities are howadays
considered the 3° greatest threat to global biodiversity. In order to evade these
damages it is hecessary to maintain regular controls that may allow a quick and precise
identification of species that are involved in introduction or invasive process.
Morphological identification methods are, in many times, no longer able to discern
cryptic species, and so, genetic identification it is gaining new relevance, especially
genetic barcoding. A particular case in Europe would be of the foliose red algae
because of their simple morphology, cryptic introductions have occurred, like the
introduction of G turuturu which was confused with G doryphora. The presence of G
turuturu in Galicia gives as enough background to tell that this same process may be
happening in Cantabrian coasts as a cryptic invasion. We propose an algae
identification study centered on foliose red algae using Barcoding techniques, as COI
as the main marker. We found two species that were never described before in Europe

(Grateloupia hawaiiana and Prionitis sp 3jeju).
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1. INTRODUCCION

La introduccién de especies aldctonas en ambientes marinos puede suponer una
amenaza para los ecosistemas marinos litorales, al presentar éstas comportamientos
potencialmente invasivos, que pueden llegar a competir y desplazar a las especies
autoctonas. Dichos comportamientos generan condiciones de estrés que pueden producir, a
su vez, en cambios en los ecosistemas, llegando incluso a comprometer la integridad de los
mismos. Tan importantes pueden llegar a ser los procesos de invasion de especies exoticas
que han sido clasificados como una amenaza global para la biodiversidad, junto a la pérdida
de habitat y la fragmentacion (Walker y Steffern 1997), pudiendo repercutir negativamente
sobre la economia (Nunnes y Markandia 2008). Las principales fuentes de introduccién de
estas especies exdticas tienen su origen en la actividad antropogénica: la acuicultura, el
transporte de especies exoéticas, la circulacion por canales y, en especial, junto a los barcos y
transportados en todo tipo de actividad portuaria, ya sea de forma local o transnacional, por
lo que estas zonas portuarias serian las mas proclives a recibir especies exoticas que se

asentasen en ellas (Nunnes 2014).

Las macroalgas marinas tienen una gran importancia en los ecosistemas marinos al
proporcionar amplios servicios ecoldgicos: sirven de sustrato para multiples animales
sésiles, proporcionan habitat a organismos méviles y constituyen una fuente de alimento
para muchos de esos organismos (Voerman et al. 2013). Asi pues, son un elemento relevante
a proteger en los ecosistemas marinos puesto que, al aportar oxigeno al agua, gran parte la

de la comunidad que hay en el habitat marino depende de ellas (Graham et al 2002).

Un método usual para la identificacion de especies exéticas se basa en la caracterizacion
morfolégica y fisiolégica de las mismas, seguido de un andlisis comparativo de dichos
caracteres. Sin embargo, es muy comun que especies exoéticas se establezcan en un
ecosistema sin provocar ningin tipo de alarma debido a su naturaleza criptica, al tener una
morfologia similar a algunas algas autéctonas o debido a una mala caracterizacion del
proceso introductor cuando varias especies aldctonas son similares entre si. En estos casos,
la dificultad de la caracterizacion morfologica hace necesario utilizar métodos de deteccion
con base genética, como métodos de barcoding (Mclvor et al. 2001; Saunders 2008), que
suponen una herramienta de identificacion muy util y fiable. Esta técnica consiste en el uso

de diferencias nucleotidicas en un solo gen para investigar diferencias evolutivas,
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especialmente en genes conservados. Los genes plastidicos y mitocondriales son los mas
usados, ya que pueden mutar mas rapido que los nucleares, pudiendo ser usados de forma
mas especifica para la identificacion de especies al comparar sus diferencias (Moore 1995).
La particularidad del barcoding radica en el uso de una inmensa base de datos, como BOLD o
Genbank, para realizar un screening que pueda identificar la especie, usando genes
previamente descritos, como el COI (citocromo oxidasa I), que es el gen bioidentificador mas
usado para animales (Hebert et al. 2003). Esta técnica es muy usada para la deteccion de
especies cripticas, asi como para detectar multiples invasiones, incluso de especies vegetales

(Mclvor et al. 2001).

Las algas, y en especial las algas rojas, pueden ser muy dificiles de identificar debido a la
relativa simplicidad de su morfologia y anatomia asi como a la convergencia y plasticidad
fenotipica que presentan y la alternancia de generaciones heteromorficas. Por lo tanto, se ha
llegado a depender, en gran medida, de herramientas genéticas para realizar taxonomia
molecular, aunque impera la necesidad de un gen comun y fiable para realizar barcoding, en
el caso de las algas se han usado los espacios del cox 2 y 3, rbcL y LCU (variable portions of

the large subunit of the ribosomal cistron).

No obstante, parece que el uso de COI, al igual que en animales, puede ser mas util que
otros genes debido a que éste revela, generalmente, secuencias de mayor divergencia
interespecifica con respecto a rbcL y, por lo tanto, puede proporcionar una mejor evidencia
de la separacion de especies estrechamente relacionadas en macroalgas (Yang et al. 2008).
El uso de COI presenta mayores ventajas porque también es usado en el resto de reinos, lo
que lo haria muy util al encontrar nuevas especies, especialmente en el caso de algas rojas y
pardas, donde se ha sugerido como marcador principal debido a estas y otras caracteristicas
del gen COI como sus regiones mas cortas y la cantidad de primers que existen (Saunders y

McDevit 2012).

El uso de COI como marcador principal para macroalgas es novedoso, al contrario que el
uso de técnicas de barcoding para diferenciar algas, un ejemplo perfecto seria el caso de las
algas rojas foliosas en Europa. Se consideraba que G. lanceola no era mas que un sinénimo
taxonomico de G. doryphora, dada la gran variabilidad morfologica que pudieron observar
entre los numerosos especimenes foliosos de G. doryphora. Asi, G. doryphora se tomo por
todas las grateloupias foliosas encontradas en las costas atlantica y mediterranea, citandose

en Europa como especie aléctona en 1969, probablemente introducida desde el Océano
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Pacifico (Farnham e Irvine 1973). La utilizacion de métodos de barcoding con rbcL
permitieron demostrar que los ejemplares de G. doryphora encontrados en la costa atlantica

en el norte de Espafia eran en realidad G. turuturu yamada en 2002.

Los mismos autores cuestionan, por ello, este criterio taxondémico reduccionista,
tendente a reagrupar por su variabilidad morfolégica y falta de caracteres diagnosticos
definidos muchas de las especies foliosas descritas en el género Grateloupia, entre ellas G.
lanceola (Barbara y Cremades 2004). A raiz de esto, podemos considerar que el género
Grateloupia es un género que todavia no ha sido totalmente esclarecido debido a la similitud

y la convergencia morfolédgica existente entre distintas especies.

1.1. Planteamiento y objetivos

La presencia de algas rojas foliosas en las costas asturianas ya ha sido catalogada
anteriormente (Cires y Moliner 2010). No obstante, este estudio permite llevar a cabo una
nueva aproximacion a la identificacién de especies y a la comparaciéon de bases de datos
(Genbank y BOLD) en el uso de barcoding mediante COI, un marcador que, aun siendo fiable,
no tiene una gran universalidad para todas las algas, por lo que se utilizardn primers
recomendados por anteriores publicaciones (Saunders y McDevit 2012). En este trabajo se
analizan algas rojas foliosas pues suponen un buen ejemplo para demostrar la efectividad de
métodos de barcoding para detectar especies cripticas dificiles de identificar por otro tipo de
métodos, ya que las caracteristicas morfolégicas no estan perfectamente definidas y se ha

demostrado anteriormente la gran variacién morfolégica que presentan.
Los objetivos que se plantean son:

1. Deteccion especifica de posibles algas invasoras entre la seleccion de algas
rojas foliosas recogidas en las costas asturianas, la mayoria de ellas

cripticas.

2. Comparacion de bases de datos (Genbank y BOLD) para la identificacion de

algas mediante el uso de COI como marcador.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Sitio de estudio

Este estudio se basa en la deteccion de posibles especies cripticas introducidas entre
las algas rojas foliosas presentes en la costa asturiana. Especimenes de algas rojas fueron
recolectadas en los pantalanes del puerto deportivo de Candas y de Gijon, durante la marea

baja, separandolas del sustrato al que estaban fijadas con una pala.

El puerto deportivo de Candas, situado en el centro de la costa asturiana, da cobijo a
pequefias embarcaciones y otro tipo de actividades acuaticas. El puerto en si se podria
dividir en dos zonas: la zona antigua mas cercana al pueblo, donde puede llegar a haber un
calado de 0 metros durante la bajamar; y una zona mas exterior en la que eso no ocurre y de
cuyos pantalanes se extrajeron las muestras. En cambio, el puerto deportivo de Gijéon es un
puerto deportivo de mayor tamafio, siendo éste uno de los mas importantes de la costa
Cantabrica. Es un puerto de construccién relativamente reciente, en el que existe mucho
trafico maritimo de todo tipo, en especial entre puertos regionales, incluyendo el importante
puerto comercial de Gijon a 2 km de distancia (El Musel) y que cobija pequenas y medianas

embarcaciones, dependiendo de cudl de sus 4 darsenas se trate.

7 Z ’\,,»u\l\.\fm:,n.
~4 A8

Via N\2=—Ribadesé|

Figura 1. Imagen del puerto de Candas (A) y Gijén (B), marcado con una flecha roja estan los
pantalanes de donde se recogieron las muestras, y un mapa de Asturias (C) con la posicion de los
puertos (en la foto A, en Candas estaban los pantalanes cuando se tomé la misma)
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Por un comunicado personal se nos inform6 en autoridad portuaria que una darsena

acogia yates y otro tipo de embarcaciones privadas que hacian rutas internacionales, una

zona de interés de la que se extrajeron muestras, junto a los pantalanes de las darsenas

contiguas.

Tabla 1: Especimenes extraidos, lugar de extraccion e identificacion que se sospeché a priori, junto a

muestras obtenidas del herbario

Identificacion a priori Espécimen

Kallymenia
Nyptophilum
Squizimenia
Phylophora
Grateloupia turuturu.
Grateloupia lanceola
Kallymenia
Kallymenia
Grateloupia lanceola
Nyptophilum
Polyneura
Phylophora
Phylophora
Grateloupia
Grateloupia turuturu.
Grateloupia filicinia
Grateloupia doryphora

Grateloupia doryphora

K?1

NY2

SPI

p?

GTU

G?2

KP

K?2

G?1

NY 1

PN

PY 1

PY 2

GX?

FCO 2078
FCO 498
FCO 1583
FCO 1584

Lugar

Gijon

Gijon

Gijén

Gijon

Gijon

Gijon

Gijon

Gijén

Gijon

Gijon

Gijon

Gijén

Gijén
Santander
Tapia, 2010
Valdes, 1996
La Corufia, 2001
La Corufia, 2001

2.2. Recoleccion de muestras

Identificacion a priori
Delesseriaceae

Rhodymenia pseudopalmata
Rhodymenia pseudopalmata
Grateloupia lanceola

Dilsea

Grateloupia turuturu.
Phylophora

Phylophora

Grateloupia lanceola
Grateloupia turuturu.
Grateloupia turuturu.
Squizimenia/G turuturu
Grateloupia turuturu.

Dilsea

Grateloupia lanceola
Grateloupia turuturu.
Grateloupia turuturu.
Grateloupia filicina

Grateloupia turuturu.

Espécimen
RD

Rho 1
Rho 2
LAN 3
DIL2
TURU 1
PH1

PH2

LAN 2
TURU 3
TURU 4
EST
TURU 2
DIL1
LAN 1
FCO 2077
FCO 2076
FCO 470
FCO 2133

Lugar
Candas
Candas
Candas
Candas
Candds
Candas
Candas
Candas
Candas
Candas
Candds
Candas
Candds
Candas
Candds
Candas, 2010
Candas, 2010
Gozon

Valdés

Las algas se recogieron en los pantalanes sefialados en las fotos (Fig. 1A) y, siguiendo

criterios morfoldgicos, solo se tomaron algas rojas foliosas. Las muestras se clasificaron

morfolégicamente a priori y se preservaron, a continuacion, a -20 °C hasta su extraccidn.

Ademas se recolectaron secuencias de COI de otros trabajos para el analisis filogénico.

(Tabla 2)
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Tabla 2. Especies utilizadas para el andlisis genético, incluyendo algas obtenidas del herbario con su taxén
obtenido, a priori, por métodos de identificacién morfolégica, ademas de especimenes obtenidos de otras
publicaciones. Se incluyen los autores de la recoleccién y los cédigos de la secuencia.

Taxon Codigo Lugar_de Fecha de recogida y colector Codigo genba_mk/ id
recogida secuencia
G. turuturu FCO 2076 J M Rico
G. turuturu FCO 2077 J M Rico
G. turuturu FCO 2078 J M Rico
G. filicinia FCO 496 J M Rico
G. doryphora FCO 1583 La Corufia J M Rico
G. doryphora FCO 1584 La Corufia J M Rico
ABMMC1123 Cheju-do, Gary W. Saunders, Han-Gu Choi, 2010-
Prionitis sp 2jeju 8-10 Sur corea 05-18 HQ919268/
ABMMC1189 Cheju-do, Gary W. Saunders, Han-Gu Choi, 2010-
Prionitis sp 2jeju 7-10 Sur corea 05-19 HQ919283
ABMMC1192 Cheju-do, Gary W. Saunders, Han-Gu Choi, 2010-
Prionitis sp 2jeju 6-10 Sur corea 05-20 HQ919284
Australia
Prionitis sp 2jeju OZSEA952-10 oeste Saunders, K Dixon, 2010-11-13 /4042538
Australia
Prionitis sp 2jeju OZSEA953-10 oeste Saunders, K Dixon, 2010-11-13 /3797516
Australia
Prionitis sp 2jeju OZSEA958-10 oeste Saunders, K Dixon, 2010-11-13 /3797552
ABMMC1172 Cheju-do,
Prionitis sp 3jeju 2-10 Sur corea Saunders, 2010- 05-20
ABMMC1024 Connectic B. Clarkston, D. McDevit, M. Bruce, A.
G. turuturu 6-10 ut Savoie, C. Longtin, 2010-04-15 /4010367
ABMMC1043 New South
G. turuturu 9-10 Gales J. Carey, 2010-03-28 HM915221/3529954
ABMMC1044 New South
G. turuturu 0-10 Gales J. Carey, 2010-03-29 HM915222/3529955
ABMMC1044 New South
G. turuturu 1-10 Gales J. Carey, 2010-03-30 HM915223/3529956
ABMMC1302
G. turuturu 0-10 Tasmania F. Scott, 2010-05-14 HQ919329/3648858
ABMMC1302
G. turuturu 1-10 Tasmania F. Scott, 2010-05-15 HQ919330/3648859
ABMMC1360-
G. turuturu 07 Tasmania Gary Saunders, 2005-01-25 /3002928
ABMMC1477
G. turuturu 7-11 Tasmania F. Scott, 2010-05-17 /3952885
ABMMC1645
G. turuturu 2-11 China M.H. Hommersand, 25-06-1994 /4505067
ABMMC4968-
G. turuturu 09 Tasmania G.W. Saunders, 2002-11-25 HM915909/3427486
ABMMC7808-
G. turuturu 10 Tasmania G.W. Saunders & K. Dixon, 2010-01-23 HM917916/3488584
Hokkaido,
G. turuturu HOKUP012-10 Japon N.Yotsukura & T.Abe, 2009-11-30 HQ566782/3633036
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G. turuturu

G. turuturu

G. turuturu
Grateloupia sp 2LLG
Grateloupia sp 2LLG

Grateloupia sp 2LLG
Grateloupia
phuquocensis

Grateloupia
californica

Grateloupia
americana

Prionitis Stenbergi

Prionitis Stenbergi
Rhodymenia
pseudopalmata
Rhodymenia
pseudopalmata
Rhodymenia
pseudopalmata
Rhodymenia
pseudopalmata
Rhodymenia
pseudopalmata
Rhodymenia
pseudopalmata
Rhodymenia
pseudopalmata

Phyllophora
pseudoceranoides

Phyllophora
pseudoceranoides

Phyllophora
pseudoceranoides

Phyllophora
pseudoceranoides
Phyllophora

HOKUPO013-10

HOKUPO014-10

REDEU342-11

REDEU254-11

REDEU296-11

REDEU343-11

ARS02442

ABMMC114-
06

ABMMC1199
9-9
ABMMC1199
9-10

MANCO001-12
MANCO002-12
ABMMC1568-
07
ABMMC1569-
07
MANCO009-12
MANCO028-13
MANCO062-12

ABMMC1580-
07

ABMMC1585-
07

ABMMC194-
06

ABMMC3117-
08
ABMMC620-

Hokkaido,
Japon
Hokkaido,
Japon
Bretafa,
Francia
Bretana,
Francia
Bretafa,
Francia
Bretana,
Francia

Hawaii
Columbia
britanica,

Canada
Columbia
britanica,

Canada

British
Columbia

California
North
Carolina
North
Carolina
Texas, EE
uu
Texas, EE
uu
North
Carolina
North
Carolina
North
Carolina
New
Broomstic
k, Canada
Rhode
Island, EE
uu
Nueva
Escocia,
Canada
Prince
Edward
Island,
Canada
Maine, EE

N.Yotsukura & T.Abe, 2009-11-31

N.Yotsukura & T.Abe, 2009-11-32
Line Le Gall, Jose Maria Utge, Florence
Rousseau, L-E Hochart , 2008-07-16
Line Le Gall, Florence Rousseau, L-E
Hochart, 2008-07-07
Line Le Gall, Jose Maria Utge, Florence
Rousseau, L-E Hochart , 2008-07-15
Line Le Gall, Jose Maria Utge, Florence
Rousseau, L-E Hochart , 2008-07-16

Sherwood,A.R., Kurihara,A., Conklin,K.Y.,

Sauvage,T. Presting,G.G., (2010)

Bamfield, Dixon I., 2004-06-22

Gary Saunders, 19-09-2005
G.W. Saunders, K. Hind & B. Clarkston,
2011-05-05
B. Clarkston, K. Hind, 2010-05-18
DW Freshwater, B Deagan, 2009-06-24
DW Freshwater, B Deagan, 2009-06-24
R. Withall, 2007-02-17
R. Withall, 2007-02-17
DW Freshwater, B Deagan, 2009-06-24
DW Freshwater, 2013-02-18
DW Freshwater, K. D. Turner, 2013-10-

05

GWS, D. Saunders, L. LeGall & D.
McDevit, 2006-12-03

GWS, B. Clarkston, D. McDevit, S.
Clayden & S. Hamsher, 2007-04-23

Gary W. Saunders, 2004-9-01

B. Clarkston, K. Dixon & K. Roy, 2007-08-

19
Gary Saunders, L. LeGall, D. McDevit, S.

HQ566783/3633037
HQ566784/3633038
/3878161
LLG1462/3878154
LLG158/3878252

LLG1774/3878209

/4050604
/3617871
KC567671/4894426
KC567674/4894427
HMO033146/2641584
HMO033147/2641585
KC567677/4894434
KF367754/5123891

KJ202084/5815410

GQ380364/2816953

GQ380362/2816954

GQ380363/2816957

GQ380370/2816950
GQ380367/2816955

Pagina | 7



pseudoceranoides
Helmintocladia
hudsonii

Grateoupia filicinia
Grateloupia eliptica
Grateloupia eliptica
Grateloupia eliptica
Grateloupia
lanceolata
Grateloupia
lanceolata
Grateloupia
lanceolata

Grateloupia
lanceolata

Grateloupia catena

Grateloupia catena

Grateloupia sp

Grateloupia angusta

Grateloupia angusta

Rhodymenia
pseudopalmata

Grateloupia
hawaiiana

06

CNEMO003-10

HQ422590

G014

G122

GMO03

G021

G122

MI06

JH100130

ARS02443

ARS02444

GWS003281

ABMMC1172

5-10

ABMMC1174

2-10

RDW502

ARS02004

uu
Finisterre,
Francia

Hawaii
Jeju, Corea
del Sur
Jeju, Corea
del Sur
Jeju, Corea
del Sur
Jeju, Corea
del Sur
Jeju, Corea
del Sur
Jeju, Corea
del Sur
Jeju, Corea
del Sur

Hawaii

Hawaii

British
Columbia
Cheju-do,
Corea del

Sur
Cheju-do,
Corea del

Sur

Texas,

South

Jetty

Hawaii

Clayden & C. Lane, 2006-04-25
Line Le Gall, Jose-Maria Utge, Yannis
Turpin, 2009-08-12
Sherwood,A.R., Kurihara,A., Conklin,K.Y.,
Sauvage,T. and Presting,G.G., 2010-10-
19
Yang,M.Y., Han,E.G. and Kim,M.S., 2012-
8-10
Yang,M.Y., Han,E.G. and Kim,M.S., 2012-
8-10
Yang,M.Y., Han,E.G. and Kim,M.S., 2012-
8-10
Yang,M.Y., Han,E.G. and Kim,M.S., 2012-
8-10
Yang,M.Y., Han,E.G. and Kim,M.S., 2012-
8-10
Yang,M.Y., Han,E.G. and Kim,M.S., 2012-
8-10
Yang,M.Y., Han,E.G. and Kim,M.S., 2012-
8-10
Sherwood,A.R., Kurihara,A., Conklin,K.Y.,
Sauvage,T. and Presting,G.G., 2010-10-
19
Sherwood,A.R., Kurihara,A., Conklin,K.Y.,
Sauvage,T. and Presting,G.G., 2010-10-
20
Verbruggen,H., Maggs,C.A.,
Saunders,G.W., Le Gall,L., Yoon,H.S. and
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2.3. Analisis molecular
2.3.1. Extraccion de ADN.

Se extrajeron entre 20 mg y 70 mg de muestra tanto de las procedentes de
herbario como de las muestras frescas obtenidas en el puerto. La cantidad 6ptima de
tejido para la extraccion de ADN vari6 dependiendo de la muestra, su estado de
conservacion y el tejido en cuestidn. Se trituro el tejido en mortero utilizando nitrégeno
liquido y, a continuacidn, se transfirié el material pulverizado a un eppendorf de 1,5 ml
para la extraccion de ADN que se realiz6 siguiendo el protocolo indicado en el kit de

extraccion de ADN de EURX. El ADN extraido se conservo a -20 °C.

2.3.2. PCR

Se llevé a cabo una PCR dirigida a la amplificacién del gen mitocondrial COI
(citocromo oxidasa I) del ADN extraido en el apartado anterior. Los primers utilizados en
la. PCR fueron Gaz F1 (TCAACAAATCATAAAGATATTGG) vy Gaz R4
(AAAATCAAAATAAATGCTG) descritos en Saunders (2012) bajo estas condiciones: 3 mM
de MgCly; 1x de Buffer PCR; 2,4 mM de dNTPs; 0,3 uM de ambos primers y 1u de Taq
Polimerasa en un volumen de 20 pl, 2 de ellos son extracto.

La PCR se realizé perfil de amplificacién descrito en Saunders y Moore (2013): 2’ a
94 °C, 5 ciclos de 30” a 94 °C, 30” de 42 °C para anneling y 1’ a 72 °C para la extension;
seguido de 35 ciclos de 30” a 94 °C, 30” a 46,5 °C para anneling y 1’ a 72 °C para

extension; y, a continuacion, una extension final a 72 °C durante 7'.

2.3.3. Secuenciacion.

Tras completarse la PCR se corté la banda observada para aislarla y fue sometida a
una extraccion de banda en agarosa, siguiendo el protocolo marcado por el kit de
extraccidon de agarosa de EURX. A continuacién se procedi6 al calculo aproximado de la
cantidad de ADN puro obtenido, mediante el uso de un marcador y se envié a Macrogen

para su secuenciacion.
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2.3.4. Barcodingen BOLD y Genbank.

Las secuencias de COI obtenidas en el apartado anterior se procesaron en el
programa Bioedit. Se eliminaron aquellas secuencias poco fiables y se utilizaron
Unicamente las partes de la lectura que no tenian ningtn tipo de interferencia. Una vez
hecho esto se procedi6 a la comparacién de cada una de las secuencias con las bases de
datos de Ncbi y de BOLD, la identificaciéon de especimenes se obtuvo por similitud entre

las secuencias mayor al 97 %.

2.3.5. Andlisis filogenético.

Usando el software Bioedit se alinearon mediante clustalW y se eliminaron gaps de
todas las secuencias de COI, que no contenian delecciones, inserciones o sin sentidos, pero
presentaba variaciones en el tamafio de la secuencia fiable dependiendo de la muestra. Se
usaron las muestras extraidas del puerto junto a las que aparecen en la Tabla 1, entre las
que se encuentran aquellas a las que el Barcode en BOLD y Genbank otorgé maxima
similitud. Tras esto, se utiliz6 el software MEGA v6 para realizar el analisis filogenético. Se
consider6 que el mejor método posible para realizar este andlisis era el de Tanamura Nei
con el uso de la distribucién Gamma y asumiendo sitios invariables (TN93+G+I), se

combind este método con un bootstrap de 1000 réplicas.

3. RESULTADOS

En este estudio se realiz6 un andlisis de barcoding, comparando el resultado de cada
secuenciacién de COI con dos bases de datos: Genbank y BOLD. Esta tltima es la que mas
posibilidades de proporcionar identificaciones tiene (similitud >97 %) ya que cuenta con
mayor numero de aportaciones de secuencias COI extraidas de algas rojas, ya que apostaban
activamente que el marcador principal para algas rojas debia ser COI (Saunders 2005;

Saunders 2008; Freshwater et al. 2010).

De 38 muestras analizadas, 36 muestras fueron identificadas (gracias a BOLD en 36
casos y a Genbank en 4 casos) mediante el uso de secuencias de 600 pb de la region COI,

aproximadamente en todos los casos, cortadas mediante el programa Bioedit.
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Esas secuencias se usaron junto a las mostradas en la Tabla 2 para crear un arbol
filogenético, con la intencidn de aclarar las relaciones entre las especies recolectadas (Fig. 6).
Usando el programa MEGA v6 se eliminaron los gaps para poder alinear todas las secuencias,

utilizando 530 pb para el arbol filogenético.

Se puede observar que la mayor cantidad de identificaciones positivas se corresponde
con la base de datos de BOLD (Tabla 2), mientras que usando Genbank las identificaciones
positivas son menos frecuentes, solo para Grateloupia hawaiina ocurren 2 positivos, pero
aun asi la correlacion es mayor con BOLD para Prionitis sp Zjeju. En general la media de
identificaciones positivas de BOLD es muy superior a la de Genbank usando el gen COI como
marcador molecular. En base a esto se puede concluir que BOLD es mejor herramienta para

el barcoding.

Se puede observar como una gran cantidad de muestras son Prionitis sp 3jeju (Tabla
2), un alga descrita por Saunders en Cheju-do (una provincia de Corea del Sur), seguida en
abundancia se encuentra Prionitis sp 2jeju encontrado en el oeste de Australia y en Cheju-do.
Por otra parte, Rhodymenia pseudopalmata tiene una similitud de 99,6 % o superior con las
muestras PH1, PH2 y Rho, esta especie ya ha sido descrita en Europa, una especie autoctona.
También se encontro6 Grateloupia sp ZLLG con una similitud del 100 % en Valdés, especie que
corresponde a la muestra FCO 498; Helmintocladia hudsonii, en Santander, con una similitud
del 99,8 % corresponde a la muestra Gx; y Delesseriaceae sp. MARI en Candas,
correspondiendo a las muestras RD, y en Gijén con NY2, NY1, con unas similitudes del 99,2
% en Candas y del 100 % en Gijon. Todas estas especies al ser reportadas en Europa, y ser
muy probablemente aléctonas no son de interés, a diferencia de las Grateloupias y Prionitis,

de origen asiatico.
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Tabla 2. Resultados de los andlisis genéticos mediante técnicas de barcoding utilizando el marcador COI,
comparando el uso de las bases de datos de BOLD y Genbank, del ncbi. Se muestran en color grisaceo aquellas que
no consiguieron suficiente similitud como para ser identificadas.

Lugar Espécimen Identificacion BOLD Pct(%) Maxima similitud en Ncbi Pct.(%)
(Genbank)
Candas RD Delesseriaceae sp. MAR1 100 Glaphyrymenia sp. 1WA 86
Gijon NY2 Delesseriaceae sp. MAR1 100 Glaphyrymenia sp. 1WA 86
Valdes, 1996 FCO 498 Grateloupia sp. 2LLG 100 Grateloupia angusta 90
Candas Rhol Rhodymenia pseudopalmata 100 Rhodymenia pseudopalmata 93
Gijén p? Prionitis sp. 2Jeju 99,8 Grateloupia hawaiiana voucher ARS02004 99
Santander GX? Helminthocladia hudsonii 99,8 Helminthocladia hudsonii voucher 99
LLG3000
Candas LAN 1 Prionitis sp. 3Jeju 99,7 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 96
Candas Rho 2 Rhodymenia pseudopalmata 99,7 Rhodymenia  pseudopalmata  voucher |94
NCWeed-065
Candas LAN 3 Prionitis sp. 3Jeju 99,7 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 96
Candas DIL2 Prionitis sp. 3Jeju 99,7 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 96
Tapia, 2010 FCO 2078 Prionitis sp. 3Jeju 99,7 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 95
Gijon GTU Prionitis sp. 3Jeju 99,7 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 95
Cand3as, 2010 FCO 2076 Prionitis sp. 3Jeju 99,7 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 95
Gijon G?2 Prionitis sp. 3Jeju 99,7 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 95
Candas TURU 1 Prionitis sp. 3Jeju 99,7 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 95
Gijon SPI Prionitis sp. 3Jeju 99,7 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 95
Candas TURU 2 Prionitis sp. 3Jeju 99,7 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 95
Gijon KP Prionitis sp. 3Jeju 99,7 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 96
Candas DIL1 Prionitis sp. 3Jeju 99,7 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 96
Candas PH1 Rhodymenia pseudopalmata 99,7 Rhodymenia  pseudopalmata  voucher 93
NCWeed-065
Candas PH2 Rhodymenia pseudopalmata 99,6 Rhodymenia  pseudopalmata  voucher 93
NCWeed-065
Candas LAN 2 Prionitis sp. 3Jeju 99,6 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 95
Gijon K?1 Prionitis sp. 3Jeju 99,6 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 96
Gijon K?2 Prionitis sp. 3Jeju 99,5 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 96
Candas TURU 3 Prionitis sp. 3Jeju 99,5 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 95
Candas TURU 4 Prionitis sp. 3Jeju 99,5 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 95
Gijon G?1 Prionitis sp. 3Jeju 99,5 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 95
Candas, 2010 FCO 2077 Prionitis sp. 3Jeju 99,5 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 95
La Corufia, 2001 | FCO 1584 Prionitis sp. 3Jeju 99,5 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 95
Gijon NY 1 Delesseriaceae sp. MAR1 99,2 Glaphyrymenia sp. 1WA 86
Candas EST Prionitis sp. 3Jeju 99 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 95
Gijon PY 1 Prionitis sp. 2Jeju 99,8 Grateloupia hawaiiana voucher ARS02004 99
Gijon PY 2 Prionitis sp. 2Jeju 100 Grateloupia hawaiiana voucher ARS02004 99
La Corufia, 2001 | FCO 1583 Grateloupia Turuturu. 100 Grateloupia phuquocensis voucher 93
ARS02441
Valdés FCO 2133 Prionitis sp 3jeju 99,7 Grateloupia lanceolata voucher HALO36 96
Gozon FCO 470 No match Phycodrys rubens voucher GWS013862 92
Gijon PN No match Phycodrys rubens voucher GWS013863 92
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3.1. Prionitis sp 3jeju

Prionitis sp. 3jeju es un espécimen aislado en Corea del Sur, siendo la unica
identificacion posible en el Barcoding por BOLD (alcanzando un 99% de correlacién o
incluso mas con la gran mayoria de los especimenes encontrados en Gijon y Candas). En las
imagenes se puede observar una cierta variabilidad morfolégica, pero todas compartian
elementos morfolégicos comunes, como las laminas largas lanceoladas, de textura lubricosa,
un color rojo o amarronado, lo cual concuerda con la descripcién hecha por Okamura en
1935, que afirmaba que G. lanceolata era un alga con hojas superiores de entre 10 y 70 cm,
de un color rosaceo, rojo o marrén y con una textura lubricosa y con forma lanceolada, de 3 a

15 cm de ancho, lo cual es una descripcidn parecida a la de Prionitis sp 3jeju.

r i.-"
=

LET - . -

Figura 3. A) FCO 2077, recogida en Candas, identificada a priori como Grateloupia turuturu. B)
FCO 2078: recogida en Candas e identificada como G. turuturu. C) TURU, muestra extraida en
Candas, D) FCO 1584 y recogida en La Corufia, identificada como G. doryphora. E) FCO 2078.
Identificada como G.turturu. F) Prionitis sp 3jeju extraida por Saunders, foto extraida de BOLD.
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3.2. Prionitis sp 2jeju

Prionitis sp 2jeju es un alga ramificada dicotbmicamente, de color rojizo, y con unas
laminas relativamente gruesas que se unen en un centro cilindrico; mas alla de esta
descripcion, se pueden observar claramente parecidos entre la morfologia de G hawaiiana y
Prionitis sp 2Zjeju, ya que Dawson en 1958 describia a G. hawaiiana como un alga con talos de
16 cm de altura y de entre 7 - 25 mm de ancho, una mata redondeada de hojas planas,

dicotdmicamente ramificadas, cuneadas en la base de una muy delgada, cilindrica estipite de

5-6 mm (Fig. 4).

Figura 4. A) Muestra P, recogida en Gijon. B) Prionitis sp 2 jeju, identificada por Saunders,
imagen recogida de BOLD. C) PY1 recogida en Gijén. D) Grateloupia Hawaiiana, imagen
recogida de Algae Base.

3.3. Grateloupia turuturu

Segiin Yamada (1941) es un alga cuyas hojas superiores miden de 10 a 70 cm, de
color que varia del rosa al rojo oscuro, tienen una forma lanceolada y son simples o estan

irregularmente divididas en un plano (Fig. 5).
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Figura 5. A) FCO 1583, recogida en La Coruina, identificada como G. doryphora. B) Grateloupia

turuturu; Imagen extraida de BOLD.

Originalmente comentada como Grateloupia doryphora, esta alga tenia unas
caracteristicas morfolégicas muy variadas, pero aqui se pueden apreciar claras similitudes,
pues tanto G. lanceola como G. turuturu y G. doryphora presentan caracteres muy generales

que pueden llevar a confusién, como minimo, en la caracterizacién de morfologia externa.

3.4. Relaciones filogenéticas

En el esquema filogenético (figura 6) se distinguen claramente 3 bloques. Uno
distinguiendo G. turuturu y algunas Grateloupias; otro distingue a G. lanceolata y Prionitis sp
3jeju y, paralelo a esos 2 grupos, se distingue el tercer grupo que representa G. hawaiiana o
Prionitis sp 2Zjeju, 1o que sugiere que pudiesen tener un ancestro comun que divergié en G.
turuturu y luego otro que dio lugar a Prionitis sp 2jeju y G. lanceolata y Prionitis sp 3jeju.
También se incluyeron Rhodymenias pseudopalmata, Philophoras sp. y Helmintocladia sp.

como grupos externos para poder enraizar el arbol.
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Figura 6: Arbol filogenético tipo Neighbour-Joining mediante el uso de COI de 530 pb, y un modelo
Tamura nei asumiendo distribucién gamma y sitios invariables. Se muestra el arbol consenso, tras aplicar
1000 réplicas de bootstrap
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4. DISCUSION

El uso de técnicas de barcoding con COI para la identificacion de algas rojas es, tal y
como se ha demostrado en este estudio, muy eficiente, llegando a detectarse hasta 7 especies
distintas, la gran mayoria muy diferentes a lo que se penso6 que era a priori, con excepcién de

Rhodymenia.
Genbank vs bold

De todas las especies identificadas, tres son, con cierta seguridad, introducciones. Una
de ellas, G. turuturu, ya fue descrita anteriormente en Galicia como especie introducida
(Barbara et al. 2002) siendo recolectado también en Galicia, a su vez, el espécimen que
hemos identificado en este trabajo. En la costa asturiana, no obstante, se han detectado dos
especies que no han sido reportadas en Europa anteriormente. Se trata de las algas Prionitis
sp 3jeju y Prionitis sp 2jeju. Rhodymenia pseudopalmata es, en cambio, una alga comdn en
Golfo de Vizcaya y fue descrita anteriormente en las costas espafiolas (Miranda et al. 1936).
Helmintocladia hudsoni, fue descrita en Francia por Le Gall y Saunders (2010) y cuyo género
ha sido reportado en Asturias al menos una vez. Grateloupia sp 2LLG que ha sido recolectada
en las costas atlanticas de Francia; y Delesseriaceae sp. MAR1, detectada también en las
costas europeas. La identificacion de estos especimenes, a pesar de ayudarnos a demostrar
la gran eficacia del barcoding con COI como método de identificacion fiable de algas marinas,
no son de especial interés al no tratarse de especies introducidas o no reportadas

previamente.

Durante este estudio comparamos dos bases de datos, BOLD y Genbank, en la
identificacién por barcoding. A la vista de los resultados obtenidos podemos afirmar que la
base de datos mas fiable para la identificacién de algas rojas (usando el marcador COI) es
BOLD, pues dio identificaciéon positiva en todas las bisquedas y se demostro, a su vez, que
COI es un marcador molecular con numerosas ventajas, ya que la reducida universalidad de
los primers para realizar amplificaciones se compensa con la existencia de una gran cantidad
de primers disponibles que se usan en todos los reinos (por ejemplo, el primer Gaz F1 que
utilizamos se usa, normalmente, en animales). Ademas, destaca la amplia fiabilidad que
ofrece el uso de COI en el barcoding en si (reportada previamente por varios autores,
Saunders 2005; Freshwater et al. 2010), asi como su mayor conveniencia al ser mucho mas

corto que el otro gran gen utilizado en barcoding, el rbcL (que mide 1200 pb en comparacion
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con 600 de COI), por lo que es mas facil de secuenciar (probablemente mas barato también),
siendo especialmente util para estudios en los que se necesite una rapida identificacion de
algas rojas. No obstante, ya se comentd anteriormente que COI es un mejor marcador para
distinguir especies dentro del mismo género y especies muy correlacionadas, lo cual lo hace
mas util para detectar especies cripticas, pero puede dar problemas entre géneros distintos

al intentar hacer grandes filogenias (Sherwood et al. 2010).

En lo que respecta a la calidad de las bases de datos de Genbank y BOLD, cabe
mencionar que en solo 4 casos, con Grateloupia hawaiiana el Genbank consiguié una
identificaciéon al 99 % para 3 muestras, a pesar de ser aun asi superada por la BOLD con
Prionitis sp Zjeju en los 3 casos y con Helmintocladia hudsonii con la que BOLD y Genbank
coincidieron en la identificacién. Pero la inequidad de poder identificador entre BOLD y
Genbank para comparar algas rodéfitas foliosas, queda patente al pasar secuencias de COI
extraidas de Genbank (con el propoésito de realizar el arbol filogenético) por el sistema
BOLD, pues en el caso de Grateloupia americana y Grateloupia sp. el BOLD les otorga un
100% de similitud con Prionitis lanceolata, ademdas para si observamos el esquema
filogenetico, vemos como ambas, G. americana, Prionitis lanceolata, Grateoupia sp,y Prionitis

stembergensis (obtenido de Globalmirror) anidan juntos en el esquema.

Tras esto parece razonable concluir que BOLD es mejor base de datos para uso de
barcoding, al menos en lo que respecta a halymeniales, y que es posible que Genbank no esté

tan actualizado como BOLD.
Andalisis filogenético

Este andlisis nos permite ver la distribucion filogenética de las especies. Se vislumbra
tras el mismo que la mayoria de las especies analizadas estan emparentadas de forma
cercana con el orden Halymeniales y al género Grateloupia, para ser mas concretos, estas
ademads estan mas emparentadas con algas analizadas en costas asiaticas, asi que podria
decir con bastante seguridad que Prionitis sp 3jeju y Prionitis sp Zjeju son especies
introducidas, descritas en costas asiaticas principalmente y solo en zonas del Pacifico, no en

costas Europeas.

Por otra parte se ve en la distribucion del cuadro que las muestras de Prionitis estan

anidadas dentro de las grateloupias, lo cual es extrafio debido a que al ser un género distinto
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esto no deberia ocurrir asi, en teoria deberia enraizar fuera, tal y como ocurre con G. catena

y G. eliptica.

Esto no es una hipdtesis exclusiva de este estudio, puesto que ya ha sido
documentado anteriormente que el género Prionitis y Grateloupia comparten caracteristicas
morfoldgicas y anatémicas y, aunque estos géneros pertenecen a subclados distintos dentro
del gran clado Grateloupia/Prionitis, la mayoria de estos subclados son, en realidad, una
mezcla de ambos géneros, por lo que ya se ha propuesto que todas las especies que forman
Grateloupia y Prionitis sean asignadas a un solo género (Wang et al. 2001) y, a pesar de que
el gen COI de problemas para distinguir géneros en grandes filogenias, sigue siendo fiable

para distinguir tanto especies distintas como géneros distintos (Sherwood et al. 2010)
Prionitis sp 3jeju

En lo que respecta a la deteccidn de Prionitis sp 3jeju, el hecho de que se identificase
en la muestra de Grateloupia doryphora de Galicia de 1996 sugiere que esta introduccién no
es muy reciente, probablemente. Llama la atencién que solo haya sido descrita en Corea del
Sur, pero observando el esquema filogenético, a priori, no seria muy ambicioso decir que es
en realidad G. lanceolata o, como minimo, un pariente muy cercano o una especiacién de G.
lanceolata quizas. Grateloupia lanceolata es un alga roja descrita por primera vez por
Okurama (1935) en las costas del Pacifico (Japon) y que ha llegado a ser descrita en Norte
América, China y en la costa mediterranea de Francia como una especie aléctona (Verlaque
et al. 2005) y que, como se observo anteriormente, presenta una morfologia similar a la

Prionitis sp. 3jeju.

No obstante, cuando pasamos las secuencias Genbank de G. lanceolata por el BOLD se
puede observar una identidad del 99 % o mas con todas las Grateloupias lanceolata
presentes en BOLD, seguido de Prionitis sp 3jeju con un 95 % de identidad. Esto parece
indicar cierta similitud, pero no que sean la misma especie, ya que compartiendo la misma

area de distribucion (Corea del Sur) tendrian que tener una mayor similitud.

Si miramos, en cambio, el esquema filogenético que se nos presenta en BOLD (Fig. 7)
al usar un cddigo cualquiera de los recolectados se nos revela que, a pesar de estar cercano a
la G. lanceolata, hay una clara separacion entre ellas, lo que revela que muy probablemente

sea una especie distinta, pero con un ancestro comun cercano.
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Prionitis sp 2jeju

En el caso de las identificaciones positivas de Prionitis sp Zjeju, inicamente ha sido
detectada en Gijon. Estas estan mas emparentadas, segtin el esquema filogenético, a las algas
detectadas en Australia pero, por otro lado, dos de esas Prionitis sp Zjeju también fueron
identificadas como Grateloupia hawaiiana y, en el esquema filogenético, G. hawaiiana esta
muy emparentada con Prionitis sp 2jeju de Corea, por lo que no seria muy desproporcionado
decir que G. hawaiiana es en realidad Prionitis sp 2jeju y viceversa. Es mas, si se realiza un
BOLD a la secuencia COI de Genbank de G. hawaiiana, éste le otorga un 99,87 % de similitud,
por lo que se puede decir casi con total seguridad que G. hawaiiana ha sido introducida en

Europa.

Si hacemos una examen mas intensivo del esquema filogenético (Figura 6) se pueden
ver 2 grupos claros: uno en el que estd la Grateloupia hawaiiana y otro en el que estan
Grateloupia turuturu, Prionitis sp 3jeju y Grateloupia lanceolata. Esto daria a entender la
existencia de un ancestro comun a partir del cual se separararon ambos grupos. Esto tiene
bastante sentido dado que tanto G. turuturu, G. lanceolata y Prionitis sp 3jeju comparten
practicamente su area de distribucién, mientras que G. hawaiiana estd parcialmente
restringida a Hawai posiblemente, aunque ya se ha descubierto también en Corea y en

Australia, por lo que puede que esta hipotesis no sea del todo definitiva.
Grateloupia turuturu

Respecto a la deteccidn de Grateloupia turuturu, se puede argumentar que los analisis
morfolégicos han resultado ser mas bien poco fiables en lo que se puede comparar con lo
que se habia identificado previamente en el herbario. De todas formas ya se sabia que la
identificaciéon de las especies de algas rojas foliosas era algo complicada. Se puede observar
una abundancia de Prionitis sp 3jeju en las muestras de herbario identificadas como G.
turuturu, y también como la FCO 1583 obtenida en Galicia, que se la identifico como G.

doryphora ha acabado siendo G. turuturu.

Estos resultados encajan con estudios anteriores que ponian de manifiesto la
dificultad de distinguir G. doryphora de G. turuturu detectadas en Galicia (Gavio y Frederick
2002), donde ya se avisaba junto a Barbara y Cremades (2004) de la dificultad que supone
usar criterios morfologicos para identificar estas dos especies en particular y de todas las

Grateloupias foliosas en general.
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En 2002 se recolectaron conjuntamente G. lanceola y G. turuturu en Cala Bens,
localidad situada a 1 km al oeste de Isla Redonda. Hacia el este se encontr6 G. turuturu en
Punta Liseiro (2001) y San Amaro (2003), dos localidades situadas a 3 y 6 km de Punta
Redonda, respectivamente, y en las cuales habia registros de G. lanceola previos a la
introducciéon de G. turuturu, poniendo en evidencia una introduccién criptica que los

métodos morfolégicos no fueron capaces de detectar.

Transcurridos cinco afios desde la primera recoleccion de G. turuturu, se ha podido
verificar que las dos especies conviven en la localidad donde fue observada por primera vez
al desarrollarse en entornos ligeramente distintos G. lanceola. Por lo que parece no se preveé
que ejerza un desplazamiento de las grateloupias nativas y, por tanto, seria dificil de tomar

como especie invasiva, aunque si introducida.

Gracias a las técnicas de barcoding, hemos podido detectar en Asturias la
introduccion de Prionitis sp 3jeju y Grateloupia hawaiiana, siendo Prionitis sp 3jeju una
invasidn criptica ya que, comparando los resultados con el herbario, se puede observar la
identificaciéon morfolégica como G. doryphora tanto de una G. turuturu como Prionitis sp
3jeju. En la costa asturiana solo se tenia registro de G. dichotoma y G. filicinia (Cires y Moliner
2010), pero en este estudio ninguna de ellas fue encontrada, aunque eso puede deberse a
que el muestreo se realiz6 en puertos, es decir zonas muy degradadas y por lo tanto distintas
alos ecosistemas en los que G. filicinia y G. dichotoma se suelen distribuir habitualmente y en

donde hay una alta competencia con estas algas introducidas.

En lo que se refiere a la naturaleza de las Prionitis, ya hemos discutido que Prionitis sp
2jeju es G. hawaiiana, no obstante Prionitis sp 3jeju a pesar de no ser G. lanceolata si que seria
razonable afirmar que pertenece al género de las grateloupias, por lo que se han detectado 3

introducciones, dos de ellas novedosas, de Grateloupia en Europa.

Generalmente, las algas maritimas exdticas son introducidas por medio de los
crustaceos, mas especificamente los crustdceos que se pegan a cascos de barcos, en el agua
de lastre, mediante el intercambio de acuarios o bien en redes de caza para peces a los que
las algas se quedan adheridos (Verlaque 2005). El comercio de ostras, comparado con los
otros vectores, es por mucha diferencia el mayor vector de introduccion de macroalgas en el
Atlantico Norte (Verlaque et al. 2007). Las esporas y propagalos de macroaglas se adhieren a

los caparazones de los moluscos y bivalvos provocando el 44% de las introducciones de
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macroalgas, tanto dentro de Europa como entre el Atlantico y el Pacifico (Wallentinus,

2002).

Posiblemente estas algas de muy probable origen asiatico debieron llegar a las costas
europeas mediante transporte maritimo transnacional, probablemente de ambito comercial,
luego probablemente se ha extendido a estos pequefios puertos deportivos mediante trafico

maritimo regional.

Invasive marine species
pathways and origins

From NW Atlantic

LS

\ From NE Atlantic
2 ; \ From Asia
z

Major areas with
invasive marine species

‘ > 250

o0, 150 - 250

® < 150

Number of invasive
alien species

Figura 8. Origenes y rutas principales de las especies exdticas marinas. Estos patrones
estdn asociados a las rutas maritimas mas (Hugo Ahlenius, UNEP/GRID-Arendal:
http://www.grida.no/graphicslib/detail/major-pathways-and-origins-of-invasive-
species-infestations-in-themarine-environment_7eb0)

Como se puede observar la principal ruta hasta Europa de las costas asiaticas pasa
obligatoriamente por el Canal de Suez o por el Canal de Panama. Teniendo en cuenta que
estas algas, como G. turuturu se encuentran en las costas atlanticas, es mas probable que

pasasen a través del Canal de Panama hasta llegar aqui.

El hecho de que Grateloupia hawaiiana se encontrase en Gijon y no en el puerto de
Candas nos hace pensar que existe un vector de introduccién mas cercano a Gijén que a
Candas, y teniendo en cuenta la informaciéon proporcionada por autoridad portuaria del
puerto de Gijon sobre pantalanes en los que habia yates privados con rutas transnacionales
de Gran Bretafia, Francia y muchos otros paises, planteamos la posibilidad de que estas algas
ya estén establecidas en otros puertos europeos y que han llegado aqui desde esos puertos
mediante el transporte comercial hasta el puerto comercial de Gijon y de ahi al deportivo, o

directamente al deportivo, usando los susodichos yates privados como vector, o ambas
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posibilidades a la vez. También existe la posibilidad que haya llegado a Asturias a través de

las introducciones iniciales de 1996 en Galicia.

Una introduccion de esta naturaleza deberia ser motivo de cierta alarma, a pesar de
que se esperaba encontrar una especie introducida, en lugares antropizados, deteriorados y
con mucho movimiento como son los puertos, no deja de ser preocupante, puesto que la
costa del norte de Espafia es una importante zona geografica donde chocan corrientes
oceanicas frias y calientes (Garcia et al. 2011), lo que convierte a Asturias en una zona de
alta diversidad de algas y de amplia riqueza. Estas poblaciones algareas ya se han visto
comprometidas debido a un aumento de la temperatura media del mar en 1 grado
centigrado, lo que ha causado un declive en las poblaciones de algas marinas y de los
bosques de algas en Asturias (Voerman et al. 2013), este declive aumenta el peligro de un
posible establecimiento de algas invasoras que puedan producir adn mas dafios en el
ecosistema marino y en este estudio se ha determinado su naturaleza exdtica pero no se

puede demostrar si se trata de especies invasoras o no.

Estas particularidades hacen que la deteccién de especies exdticas sea algo mas
primordial de lo que ya es de por si, pues ya multiples veces se ha puesto de manifiesto la
necesidad de necesita un programa para la vigilancia de introducciones de especies exoticas,

detectar los vectores y actuar rapidamente contra las especies detectadas (Lodge et al. 2006)

Muchos autores ya han hecho hincapié en lo necesarias que son las medidas de
vigilancia para la detecciéon temprana de especies introducidas. Un estudio con mds puertos,
uno comercial y una zona control, para averiguar de dénde salen los vectores de introduccién

y actuar erradicando las poblaciones que se establezcan. (Vander Zanden et al. 2009)

5. CONCLUSIONES

En base a lo expuesto anteriormente se puede concluir lo siguiente:

1. Se ha detectado 2 especies introducidas no detectadas en Europa anteriormente,
siendo la Prionitis sp 3jeju mas probablemente la invasora criptica debido a que se
encontro en Galicia en el 96, confundida con una G.turuturu

2. Se ha demostrado que COI es una eficiente herramienta para hacer barcoding,

especialmente usando la base de datos BOLD, mucho mas actualizados que Genbank.
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