Diversidad y distribucion de Codium en Asturias
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Resumen:

El género Codium esta representado en el litoral asturiano por varias especies de
morfologia dicotémica, entre las que coexisten la especie invasora C. fragile y las
nativas C. tomentosum y C. vermilara. El objetivo del estudio fue caracterizar la
diversidad morfolégica de estas poblaciones, evaluar su abundancia y analizar su
distribucion por localidades.

Se analizaron un total de 329 muestras, procedentes de 9 playas del occidente de
Asturias muestreadas entre noviembre de 2024 vy julio de 2025. La identificacién se
realizd mediante microscopia Optica, utilizando caracteres morfolégicos de los
utriculos, y se complementé con un marcador molecular de tipo PCR-RFLP que
distingue las tres especies, obtenido tras la digestion con el enzima de restriccion
Dpnll de un fragmento del gen rbcL del cloroplasto amplificado mediante PCR. En
términos generales, la especie mas abundante fue C. vermilara. Sin embargo, este
predominio varié segun la estacion: durante el muestreo de otofio-invierno, fue C.
fragile la que presenté mayor abundancia, mientras que en primavera-verano la
abundancia volvié a inclinarse hacia C. vermilara.

Palabras clave: Codium, diversidad morfolégica, distribucion estacional, morfologia
de utriculos, PCR-RFLP, gen rbcL, enzimas de restriccion.

Abstract:

The genus Codium is represented along the Asturian coast by several species with a
dichotomous morphology, including the invasive species C. fragile and the native
species C. tomentosum and C. vermilara. The aim of this study was to characterize
the morphological diversity of these populations, assess their abundance, and analyze
their distribution across localities.

Atotal of 329 samples were analyzed, collected from nine beaches in western Asturias
between November 2024 and July 2025. Identification was carried out using optical
microscopy, based on utricle morphological traits, and complemented with a PCR-
RFLP molecular marker that distinguishes the three species, obtained after Dpnll
digestion of a fragment of the rbcL chloroplast gene amplified by PCR. Overall, the
most abundant species was C. vermilara. However, this abundance varied depending



on the season: during the autumn—winter sampling period, C. fragile was the most
abundant species, whereas in spring—summer the abundance leans towards C.
vermilara.

Keywords: Codium, morphological diversity, seasonal distribution, utricle morphology,
PCR-RFLP, rbcL gene, restriction enzymes.

Introduccion:

El género Codium Stackhouse, perteneciente al orden Bryopsidales y a la familia
Codiaceae, representa uno de los grupos de algas verdes mas diversos del planeta,
englobando aproximadamente 125 especies distribuidas por todos los mares, con la
excepcion de las regiones polares. Su organizacion interna es caracteristica: el talo
se constituye a partir de una médula de filamentos entrelazados y una corteza formada
por una empalizada de células fotosintéticas llamadas utriculos. Estas estructuras son
fundamentales para la identificacion taxonémica, pudiendo presentar en su apice
pelos (tricomas), cicatrices de estos o una prolongacién aguda denominada mucrén.
De hecho, la morfologia del utriculo, la localizacion de los pelos y la presencia o
ausencia de mucrén son los caracteres clave para diferenciar las especies
dicotomicas del género (Silva, 1955).

En el litoral cantabrico destacan tres especies con ramificacion dicotémica: C. fragile
(Suringar) Hariot, C. tomentosum Stackhouse y C. vermilara (Olivi) Delle Chiaje.
Mientras que C. tomentosum y C. vermilara son nativas del Atlantico europeo y el
Mediterraneo respectivamente, C. fragile es una especie de origen japonés introducida
accidentalmente en Europa a principios del siglo XX, con un primer registro en
Holanda en el afio 1900 (Cires Rodriguez & Rico Ordas, 2007). Desde entonces, C.
fragile se ha expandido por las costas atlanticas y ha sido catalogada como una de
las algas invasoras mas probleméaticas globalmente debido a su rapido crecimiento,
su alta capacidad de fragmentacion y regeneracion, y su habilidad para colonizar
diversos sustratos, incluyendo estructuras artificiales como cascos de barcos (Muha
et al., 2019). En el Cantabrico estan presentes dos subespecies, C. fragile subsp.
tomentosoides y C. fragile subsp. atlanticum, diferenciadas por la longitud del mucrén
apical, siendo este mas largo y agudo en la primera (Cires Rodriguez & Rico Ordas,
2007). La subespecie tomentosoides es la mas extendida y cosmopolita, aunque su
identificacion en campo es compleja por su similitud con las especies nativas,
especialmente en estadios juveniles.

Dada la dificultad de identificar estas especies basandose Unicamente en caracteres
macroscopicos, resulta esencial combinar técnicas morfologicas con moleculares. El
gen cloroplastico rbcL, que codifica la proteina RuBisCo, ha demostrado ser uno de
los marcadores mas informativos para este género (Muha et al., 2019). La técnica
PCR-RFLP, que implica la amplificacion de un fragmento de este gen y su posterior
digestién con enzimas de restriccidon, permite obtener patrones de bandas especificos



gue facilitan una discriminacion rapida y fiable. Estudios previos en el litoral asturiano
indicaron que C. tomentosum era la especie dominante entre 2003 y 2005, mostrando
una alternancia estacional con C. fragile (maxima abundancia en verano frente a la
primavera de la especie nativa). Trabajos recientes con ADN ambiental han
confirmado esta dinamica y documentado la presencia de C. vermilara en los meses
mas frios (Muha et al., 2019), si bien el conocimiento sobre su distribucién actual en
el occidente asturiano y los cambios en su abundancia relativa sigue siendo limitado.

Bajo este contexto, el presente trabajo tiene como objetivo general caracterizar las
comunidades de Codium en nueve localidades del litoral occidental de Asturias
combinando técnicas morfolégicas y moleculares. Para ello, se plantean como
objetivos especificos identificar las especies dicotobmicas mediante microscopia
Optica, determinar su abundancia relativa analizando posibles diferencias
significativas mediante la prueba de chi-cuadrado, confirmar la identificacion mediante
la amplificacidn y digestion del gen rbcL y finalmente, comparar estos resultados con
estudios previos para detectar variaciones temporales en su distribucién y
abundancia.

Materiales:

Material biologico: se estudiaron un total de 329 individuos de tres especies diferentes
del género Codium, C. fragile, C. tomentosum y C. vermilara. Estos individuos fueron
recolectados en nueve playas del occidente asturiano; Playa de Chao, Playa de
Portizuelo y Playa de Campiechos (Valdés), Bozo-Cabo Busto (Valdés), Playa de
Cadavedo (Valdés), Playa de Santa Ana (Valdés), Playa de Los Molinos (Valdés),
Playa Castello (El Franco) y Playa de La Ribeiria (Tapia de Casariego), Figura 1.

1. Playa de la Ribeiria (Tapia).
Playa de Castello (El Franco).
Playa de Portizuelo (Valdés).
Playa de Chao (Valdés).
Bozo, Cabo Busto (Valdés).
Playa de Santa Ana (Valdés).
Playa Campiechos (Valdés).
Playa de Cadavedo (Valdés).
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Figura 1. Mapa de las playas estudiadas.



Material de laboratorio:

Microscopio éptico para la observacion morfolégica de los individuos.

Portaobjetos y cubreobjetos para recoger las muestras.

Tijeras, cuchilla y lanceta para cortar y preparar la muestra para su posterior
observacion.

Mortero de ceramica para disgregar los tejidos de algunos de los individuos
estudiados.

Nitrégeno liquido para disgregar los tejidos de Codium en los morteros.

Tubos Eppendorf utilizados durante todo el proceso de laboratorio para preservar
las muestras de ADN, las muestras de tejido disgregado...

Micropipetas y puntas de micropipeta usadas también durante todo el proceso de
laboratorio para preparar las muestras, cargar los tampones...

Centrifuga empleada en varias ocasiones en el proceso de extraccion de ADN;
para separar fases (separar los restos de tejido vegetal del sobrenadante que
contenia el ADN), eliminar impurezas y precipitar el ADN.

Bafio termorregulado utilizado durante la extraccion de ADN para incubar las
muestras con el tampdén CTAB a 65°C y para llevar a cabo las digestiones con
Dpnll a 37°

Cubeta de electroforesis para realizar las electroforesis y fuente de alimentacién

qgue proporciona la corriente eléctrica necesaria para llevar a cabo las
electroforesis, Figura 2.

Figura 2. Cubeta y fuente de alimentacion de las electroforesis.

Termociclador para desarrollar la PCR.

Camara de luz LED azul para visualizar las bandas de ADN.




Método:
OBSERVACION E IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES

El proyecto se inicié con la observacion de fragmentos de alga. Se tomaron muestras
de las porciones terminales de las ramas de cada individuo, aproximadamente un
centimetro por debajo del apice, con ayuda de una cuchilla o de unas tijeras. Estas
muestras se colocaron en un portaobjetos, y se disgregaron con una aguja
enmangada en forma de lanceta de manera que se pudieran apreciar los fragmentos
de alga con facilidad a través del microscopio. Tras tapar con el cubreobjetos, las
muestras, se observaron al microscopio Optico para realizar un estudio de las
caracteristicas morfolégicas microscopicas mas importantes, entre las que se
encuentran la presencia de mucrén, de pelos o/y cicatrices y su localizacion, y la forma
del utriculo (claviforme, piriforme, cilindrico). Ademas, se estudié una caracteristica
morfolégica macroscépica, el aplanamiento de los ejes. Estos datos fueron recogidos
en una tabla Excel para su posterior estudio e interpretacion. Este proceso se llevo a
cabo durante varias sesiones en el laboratorio, en las que se estudiaron un total de 93
individuos. La identificacion se llevo a cabo a partir del estudio de las caracteristicas
de las especies del trabajo de Silva (1955).

DISGREGACION DE TEJIDO CON N2 LIQUIDO

Al finalizar el estudio morfolégico, se escogieron seis de los individuos estudiados,
conservados secos en hojas de papel, que presentaban caracteristicas de interés. En
un mortero de ceramica se disgrego el tejido con N, liquido. Se deposité la muestra
y el profesor afiadié la cantidad necesaria de N, para disgregar el tejido. Se
disgregaron las muestras hasta que quedaron con un aspecto arenoso. Se utilizaron
guantes de lana para la sujecidén del mortero ya que el N, liquido se encuentra a una
temperatura que puede provocar quemaduras  criogénicas  (-196°C
aproximadamente). Finalmente, se guardaron las muestras disgregadas a -18°C para
la posterior extraccion de ADN.

Los individuos sometidos a este estudio fueron recogidos en una tabla. Figura 3.

C. tomentosum CtCv2
CtRB1
C. vermilara CvPM
CvPO
CvCT3
C. fragile CfCP

Figura 3. Tabla de individuos utilizados en la disgregaciéon. CV: Cadavedo. RB: Ribeiria. PM: Pormenande. PO:
Portizuelo. CT: Castello. CP: Campiechos.



EXTRACCION DE ADN

Para llevar a cabo la extraccion, se utilizaron 200 mg del material disgregado. Con el
fin de evitar variaciones en el pH que puedan desnaturalizar el ADN, se emple6 un
tampon de extraccion CTAB. Este tampoOn esta compuesto:

e Tris-HCI 10 mM de pH 8’5, del cual se afiadié 1 mL. Amortigua el tampon evitando
variaciones en el pH, manteniéndolo entre 7°5y 8’5.

e NaCl 10 mM, del cual se agreg6 también 1 mL. Facilita la precipitacion del ADN.

e EDTA 5 mM, del cual se ech6 de nuevo 1 mL. Es un agente quelante que retira
del medio iones de Mg?* y de Ca?*. Esto es esencial, ya que, si estos iones no
fuesen retirados del medio, los enzimas DNAsas actuarian destruyendo el ADN, lo
que imposibilitaria su extraccién y posterior estudio.

e CTAB 0°2%, del cual se afiadieron 2 mL. Es un detergente que desorganiza las
membranas de las células favoreciendo la lisis celular y liberacion de ADN.

e H,O, de la cual se agregaron 5 mL.

Para la extraccion de ADN, se afiadié 1 mL de tampon CTAB al tejido disgregado, y
se incubd a 65°C en bafio termorregulado. Tras la incubacion, las muestras fueron
centrifugadas a 12000 rpm para separar los restos celulares. El sobrenadante fue
tratado con cloroformo-isoamilico (24:1) para eliminar los pigmentos y otros
compuestos organicos, y posteriormente centrifugado a 12000 rpm durante 10
minutos para separar las fases. El ADN presente en la fase acuosa fue precipitado
mediante la adicién de isopropanol frio y centrifugaciéon a 12000 rpm. El precipitado
obtenido en forma de pellet en el fondo del tubo fue lavado con etanol al 70% para
eliminar las impurezas y, tras evaporarse el etanol, el ADN fue resuspendido en el
tampo6n TE para conservar el ADN. Este tampoén esta formado por Tris-HCI (mantiene
el pH estable) y por EDTA (inhibe las DNAsas retirando iones metalicos del medio).

Para eliminar el ARN presente en la muestra, se afiadio ARNasas, ya que este podria
interferir en los pasos posteriores de amplificacion.

COMPROBACION DEL ADN EXTRAIDO MEDIANTE ELECTROFORESIS

La electroforesis se realiz6 en una cubeta con tampon TBE, formado por Tris-HCI,
EDTA y Borato sédico (actia principalmente como tampdn conductor, garantizando
que el pH sea estable y que la corriente eléctrica fluya correctamente durante la
electroforesis para que el ADN (de carga negativa) migre de forma adecuada por el
gel hacia el catodo.

El ADN se visualizé en un gel de agarosa al 0'7% (0’21 g agarosa en 30 mL de TBE
1X). Para ello, las muestras fueron cargadas junto con tampén de carga formado por
glicerol y colorante azul de bromofenol (sirve para facilitar la carga de las muestras en
los pocillos y para controlar visualmente el progreso de la electroforesis) y un marcador
de peso molecular (Marker Ill, obtenido a partir de ADN del fago A digerido con EcoRI



y Hindlll). La electroforesis se realizé a 50 V en condiciones de gel sumergido. El gel
fue tefiido con 2 pL de colorante GelGreen para evitar el uso de bromuro de etidio,
gue es cancerigeno, y visualizado bajo luz LED azul.

Con este proceso se comprobo la integridad y la cantidad del ADN extraido para la
posterior amplificacion de éste mediante PCR.

AMPLIFICACION POR PCR DEL GEN rbcL

La amplificacion de un fragmento del gen rbcL, que codifica la proteina RuBisCo del
cloroplasto, se llevé a cabo mediante PCR.

Cada reaccion de amplificacion se preparé en un volumen final de 20 uL, con la
siguiente composicion:

e 2 uL de tampon de PCR.
e 1,6 L de mezcla de dNTPs (2,5 mM).

e 0,6 pL de MgCl, (50 mM), que aporta iones magnesio, Mg2*, que son necesarios
para que la Taqg polimerasa funcione correctamente.

e 0,4 pL de cebadores o primers (50 pg/mL), que son fragmentos cortos de ADN de
secuencia conocida que se unen a los extremos del fragmento que se quiere
amplificar y sirven como punto de inicio para la Tag polimerasa.

e 0,16 pL de Taq polimerasa, que es el enzima responsable de sintetizar las nuevas
cadenas de ADN durante la PCR.

e 1 uL de ADN molde.
e H20 pura hasta completar el volumen final.
Esta composicion se afiadio a cada muestra.

La amplificacién incluyé una desnaturalizacion inicial a 95°C, seguida de los ciclos de
amplificacion correspondientes. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo
con un termociclador PTC-100 (MJ Research) en 36 ciclos.

e El primer ciclo corresponde a la desnaturalizacion y fue llevado a cabo a 94°C
durante un minuto.

e El segundo ciclo corresponde al anillamiento y se realizé a 50°C durante un
minuto.

e El tercer ciclo corresponde a la extension del ADN, efectuada a 72°C durante
un minuto.

Los productos de PCR fueron comprobados mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1%, utilizando en este caso el marcador JM (ADN plasmido pcDNA3, digerido con
el enzima de restriccion Haelll) cuyo patron de bandas es mas adecuado para los
fragmentos de ADN de tamafios menores de 572 pb.



DIGESTION MEDIANTE ENZIMAS DE RESTRICCION

Los productos de PCR obtenidos fueron sometidos a digestion con el enzima de
restricciéon Dpnll, que reconoce y corta en sitios especificos de la secuencia de ADN,
generando patrones de fragmentos caracteristicos para cada especie. Cada reaccion
de digestion se prepar6 en un volumen final de 20 pL, con la siguiente composicion:

e 8 uL de ADN producto de PCR.
e 3 L de tampodn del enzima.

e 1 uL de Dpnll.

e 8L de agua pura.

Los reactivos fueron afiadidos en el siguiente orden: primero el tampon, después el
agua Yy finalmente el enzima de restriccion. La digestion se llevd a cabo en una estufa
termorreguladora a 37°C. Los fragmentos resultantes fueron separados mediante
electroforesis a 80V en gel de agarosa al 1’5% para su visualizacion e interpretacion.

Resultados:
ESTUDIO MICROSCOPICO

El estudio microscopico de los 329 individuos recolectados en las nueve playas de la
costa occidental asturiana permitié identificar tres especies de algas del género
Codium: C. fragile, C. tomentosum y C. vermilara. La identificacién de las especies se
realiz6 siguiendo el trabajo de Silva (1955).

C. fragile presenta utriculos con una constriccion mediana caracteristica, la presencia
de mucrén apical en todos los individuos de esta especie, y pelos o cicatrices de
localizacion apical o subapical en una parte de los individuos. Esto se aprecia en la
Figura 4.

C. tomentosum muestra utriculos de morfologia cilindrica o estrechamente clavada
(claviforme), sin mucrén apical, con pelos o cicatrices de localizacion subapical en la
mayoria de los individuos, y con presencia frecuente de aplanamiento de los ejes en
las dicotomias, caracteristica que no se observd en las otras dos especies. Estas
caracteristicas microscopicas se observan en la Figura 5.

C. vermilara presenta utriculos de morfologia clavada o piriforme, sin mucron apical y
con pelos o cicatrices de localizacién apical cuando estan presentes. En la Figura 6,
se aprecian utriculos de morfologia estrechamente clavada. Esta especie no presenta
aplanamiento de los ejes, lo que la distingue de Codium tomentosum.



CARACTERISTICA C. fragile C.tomentosum C. vermilara

MORFOLOGIA Constriccién

DEL UTRICULO mediana Cilindrico/clavado Clavado/piriforme

MUCRON APICAL Si No No
PELOS Y/O V.. . Variabl
CICATRCIES ariaples recuentes ariaples

LOCALIZACION

DE LOS PELOS Apical/subapical Subapical Apical

APLANAMIENTO No Frecuente No
DE LOS EJES

Figura 4. Utriculos de la especie C. fragile con mucrones apicales sefialados con las flechas.



Figura 5. Utriculos de la especie C. tomentosum de forma cilindrica sin pelos ni cicatrices visibles. Los utriculos se
indican con flechas.

Figura 6. Utriculos de C. vermilara de forma estrechamente clavada marcados con flechas.

ESTUDIO DE LAABUNDANCIA DE LAS ESPECIES

Segun la estacion de recoleccion, la abundancia de cada especie varia dependiendo
también de cada playa. Se han analizado estos datos en varias graficas que los
recogen. En niumeros generales, la especie mas abundante es C. vermilara, con 173
individuos (52,6%), seguida de C. fragile con 129 individuos (39,2%), y finalmente, C.
tomentosum, con 27 individuos (8,2%), Figura 7.
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Figura 7. Grafica que muestra la abundancia de las tres especies en el &rea estudiada.

Durante el otofio-invierno se recogieron y posteriormente estudiaron 198 individuos.
la especie mas abundante fue C. fragile en cinco de las playas (se recogieron un total
de 116 individuos). En las otras cuatro playas la especie mas abundante fue C.
vermilara (70 individuos en total). Por consiguiente, la especie menos abundante fue
C. tomentosum, con solamente 12 individuos recolectados. Los resultados obtenidos
de la tabla de microscopia permitieron elaborar varias gréaficas, Figura 8 a Figura 16.
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Figura 8. Abundancia de las tres especies en Bozo, Cabo Busto, durante el otofio-invierno.
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Figura 9. Abundancia de las tres especies en la playa de Cadavedo, durante el otofio-invierno.
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Figura 10. Abundancia de las tres especies en la playa de Campiechos, durante el otofio-invierno.
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Figura 11. Abundancia de las tres especies en la playa de Castello, durante el otofio-invierno.
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Figura 12. Abundancia de las tres especies en la playa de Chao, durante el otofio-invierno.
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Figura 13. Abundancia de las tres especies en la playa de los Molinos, durante el otofio-invierno.
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Figura 14. Abundancia de las tres especies en la playa de Portizuelo, durante el otofio-invierno.
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Figura 15. Abundancia de las tres especies en la playa de la Ribeiria, durante el otofio-invierno.
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Figura 16. Abundancia de las tres especies en la playa de Santa Ana, durante el otofio-invierno.

Durante la primavera se recogieron un total de 131 individuos en seis playas. En todas
ellas, la especie méas abundante fue C. vermilara a excepcion de la playa de la Ribeiria
(Tapia), con mayor abundancia de C. tomentosum. La segunda especie predominante
fue C. tomentosum y la menos numerosa fue C. fragile. Cabe destacar que estas dos
especies sblo se encontraron en dos de las seis playas. Los resultados fueron
recogidos en las siguientes graficas: Figura 17 a Figura 22.
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Figura 17. Abundancia de las tres especies en Bozo, Cabo Busto, durante la primavera-verano.
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Figura 18. Abundancia de las tres especies en la playa de Cadavedo, durante la primavera-verano.
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Figura 19. Abundancia de las tres especies en la playa de Castello, durante la primavera-verano.
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Figura 20. Abundancia de las tres especies en la playa de Chao, durante la primavera-verano.
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Figura 21. Abundancia de las tres especies en la playa de Portizuelo, durante la primavera-verano.
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Figura 22. Abundancia de las tres especies en la playa de la Ribeiria, durante la primavera-verano.

Con el fin de determinar si las diferencias de abundancia observadas entre las tres
especies son estadisticamente significativas, se aplicé la prueba de x2 (chi-cuadrado)
bajo la hipétesis nula de que las tres especies serian igualmente abundantes.

Si las tres especies fueran igual de abundantes, el total de 329 individuos se repartiria
a partes iguales entre las tres: 329 / 3 = 109,67 individuos esperados por especie.

Segun los individuos obtenidos en la tabla de microscopia: C. vermilara; 173, C.
fragile; 129, C. tomentosum; 27, se aplico la férmula del x2 (x2 = £ (observado -
esperado) 2/ esperado) para cada especie:

e C.vermilara: (173 - 109,67) 2/ 109,67 = 36,59



o C. fragile: (129 - 109,67) 2/ 109,67 = 3,41
o C.tomentosum: (27 - 109,67) 2/ 109,67 = 62,30
e Se suman los tres valores: 36,59 + 3,41 + 62,30 = 102,30 (x?)

Los grados de libertad se calculan como el nimero de categorias menos 1: 3-1 =2
grados de libertad

Segun esta prueba, se muestra un valor de x2 = 102,30 con 2 grados de libertad y un
p-valor < 0,001, lo que permite rechazar la hipotesis nula y concluir que existen
diferencias significativas en la abundancia relativa de las tres especies. C. vermilara
fue la especie significativamente mas abundante en el conjunto del muestreo.

Esto significa que la hipotesis nula fue rechazada concluyendo que las diferencias de
abundancia entre las tres especies son estadisticamente significativas y no debidas al
azar.

RESULTADOS MOLECULARES

Se extrajo el ADN de seis muestras de Codium (dos de cada especie), y su calidad
fue comprobada mediante electroforesis en gel de agarosa al 0'7%. Se utilizo el
marcador de peso molecular Marker 11l (ADN fago A digerido con EcoRI y Hindlll).

Como se observa en la figura 23, para las especies C. tomentosum y C. fragile se
obtuvo un ADN de alta calidad, con una banda de alto peso molecular. En el caso de
C. vermilara, el ADN resulté6 degradado, pero aun asi con calidad suficiente para
realizar la PCR.

Figura 23. Resultado de la electroforesis visto bajo luz ultravioleta mostrando la calidad del ADN. Calle 1: Marcador
de peso molecular. Calle 2 y 3: C. tomentosum. Calle 4 y 5: C. fragile. Calle 6 y 7: C. vermilara.



Tras comprobar la calidad del ADN se llevo a cabo la amplificacion por PCR del
fragmento de 572 pb del gen rbcL en las seis muestras (Figura 24). En las tres
especies se obtuvo una unica banda del tamafio esperado.

Figura 24. Resultado de la electroforesis visto bajo luz ultravioleta mostrando los resultados de la comprobacion
de la PCR. Calle 1: Marcador de peso molecular. Calle 2 y 3: C. tomentosum. Calle 4y 5: C. fragile. Calle 6y 7: C.
vermilara.

Tras esta serie de procedimientos, se enviaron las muestras al Centro Nacional de
Biotecnologia para su secuenciacion. Esto permiti6 analizar el alineamiento y la
distancia genética de las especies mediante los programas SnapGeneViewer,
Clustalw y GeneDoc (Figura 25).

El alineamiento de las secuencias del gen rbcL se inspeccion6 con la aplicacién
GeneDoc (Figura 25), revelando la existencia de 45 posiciones polimérficas en el
fragmento analizado. De estas, 38 correspondieron a polimorfismos dialélicos y 7, a
polimorfismos trialélicos localizados en las posiciones 15, 45, 48, 130, 175, 216 y 297
del alineamiento.

Se calcul6é la distancia genética entre las especies, cuantificando el nimero de
posiciones donde cada par de especies presentaba nucleétidos diferentes. Los
resultados mostraron que C. tomentosum y C. fragile presentaron la menor distancia
genética con 20 posiciones diferentes, seguidas de C. fragile y C. vermilara con 36
diferencias, y finalmente C. tomentosum y C. vermilara con la mayor distancia
genética, con 41 posiciones diferentes. Estos resultados son coherentes con el arbol
filogenético obtenido, en el que C. tomentosum y C. fragile aparecen en ramas mas
proximas entre si que con respecto a C. vermilara.

200 * 2920 * 240
TTARATARATATGGACGTCCMTTATTAGHITCTACHMATTARRCCHY
- ATTARACCH
TTAAATARRTATGGCA ( ATTARACCHS
' ATTARACCH
ATTARACCH
ATTARACCH
ATTARACCE)
ATTARACCE
ATTARACCE

Figura 25. Parte del archivo Clustalw que muestra un polimorfismo trialélico en la posicion 216, y tres polimorfismos
dialélicos en las posiciones 225, 231 y 240.



Se estudiaron las relaciones filogenéticas de las tres especies mediante el andlisis de
las secuencias del gen rbcL de 3 individuos de cada especie. Con el programa
Clustalw se obtuvo un alineamiento a partir del cual se gener6 un arbol filogenético
(Figura 26).

Con este arbol se interpreté que las especies C. tomentosum y C. fragile estan mas
estrechamente emparentadas, mientras que la especie C. vermilara es la mas
distante. Estos resultados son coherentes con las distancias genéticas calculadas, ya
que C. tomentosum y C. fragile presentaron el menor valor de divergencia.
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Figura 26. Arbol filogenético obtenido a partir de la secuencia del fragmente rbcL mediante el programa Clustalw
que muestra el parentesco de las tres especies.

Finalmente, el analisis de las secuencias del fragmento de 572 pb del gen rbcL,
permitié desarrollar un marcador molecular de tipo PCR-RFLP. Asi la secuencia de C.
vermilara, no presentd diana de restriccién para el enzima Dpnll (GATC), mientras que
C. tomentosum y C. fragile presentaron dianas especificas y diferentes. De esta
manera, la digestion con el enzima de restriccion Dpnll del fragmento de 572 pb del
gen rbclL, permite diferenciar las tres especies, obteniéndose los siguientes
fragmentos:



e C.tomentosum: 486+86
e C. fragile: 402+170
e C.vermilara: 572

Se realizé la digestion del producto de PCR del gen rbclL, y se obtuvieron los
fragmentos esperados, validando asi un marcador PCR-RFLP que permite diferenciar
las tres especies. Figura 27.

Figura 27. Resultados de la electroforesis de la comprobacion de la digestién con el enzima de restriccion Dpnll.
Calle 1: Marcador de peso molecular. Calle 2: C. fragile. Calle 3: C. fragile. Calle 4: C. tomentosum. Calle 5: C.
tomentosum. Calle 6: C. vermilara. Calle 7: C. vermilara. Calle 8: producto PCR sin digerir.

Discusion:

Los resultados de este trabajo confirman estadisticamente que las diferencias de
abundancia observadas entre las tres especies no son aleatorias, siendo C. vermilara
la especie mas abundante en el litoral occidental asturiano durante el periodo de
muestreo (mas de la mitad de los individuos estudiados). Este resultado contrasta con
los datos publicados por Cires Rodriguez & Rico Ordas (2007), quienes describieron
C. tomentosum como la especie dominante en el litoral asturiano entre 2003 y 2005.
En ese periodo, C. fragile fue la segunda especie mas abundante, mientras que C.
vermilara tuvo una presencia escasa. Esta diferencia podria explicarse porque una
parte importante de nuestros muestreos se realizdé en primavera y verano. En esas
estaciones, C. vermilara alcanza su maxima abundancia segun Muha et al. (2019).
Ambos autores documentaron una alternancia estacional entre C. fragile, que es mas
abundante en verano y otofio, y C. vermilara, que es mas numerosa en invierno y gran
parte de la primavera. Por lo tanto, el mayor nimero de individuos de C. vermilara
podria deberse a la época de recogida de las muestras, que fue de noviembre de 2024
a julio de 2025, abarcando el invierno y la primavera por completo.



Por otro lado, la escasa presencia de C. tomentosum en la mayoria de las playas
estudiadas, salvo en Playa de La Ribeiria, resulta significativa en comparacion con los
datos de Cires Rodriguez & Rico Ordas (2007), que la describen como especie
dominante en casi todas las playas muestreadas. Esta diferencia podria reflejar un
posible cambio en la composicion de las comunidades de Codium en el litoral
asturiano durante las dos ultimas décadas, periodo en el que C. vermilara podria haber
aumentado en numero. El aumento de las temperaturas del agua superficial en la
costa norte de la Peninsula Ibérica durante las ultimas décadas podria estar
favoreciendo este cambio. C. fragile y posiblemente C. vermilara tienen preferencias
térmicas distintas a las de C. tomentosum (Muha et al., 2019).

Los patrones observados para C. fragile en este estudio coinciden en gran medida
con la dindmica descrita por Muha et al. (2019). Estos destacan que la especie tiende
a mostrar una marcada variacion estacional y una fuerte capacidad para dominar
comunidades intermareales en ciertos momentos del afio. En nuestro caso, su clara
predominancia durante otofio e invierno refuerza esta idea. La especie parece
aprovechar condiciones ambientales que favorecen su establecimiento cuando otras
especies reducen su actividad. Sin embargo, la coexistencia de las tres especies en
la mayoria de las localidades estudiadas demuestra que C. fragile no esta
desplazando completamente a las especies autoctonas en todo el litoral, tal como
mencionaron Cires Rodriguez & Rico Ordas (2007).

Desde el punto de vista metodolégico, la combinacion de técnicas morfolégicas y
moleculares utilizadas en este trabajo ha sido adecuada para identificar las especies
de Codium estudiadas. Los caracteres morfolégicos de los utriculos descritos por Silva
(1955) fueron clave. Especialmente, la presencia o ausencia de mucron apical, la
morfologia general del utriculo y la ubicacion de los pelos permitieron identificar
claramente las tres especies en la mayoria de los individuos examinados.

C. fragile present6 utriculos con una constriccibn mediana caracteristica y mucrén
apical en todos los individuos identificados como esta especie. También poseia pelos
o cicatrices apicales o subapicales en algunos individuos. La presencia del mucron
permitio distinguir esta especie de las otras dos. En C. tomentosum, el aplanamiento
de los ejes permite diferenciarla a simple vista. Sin embargo, a veces un individuo no
presenta esta caracteristica, lo que dificulta la distincion con C. vermilara, ya que
ambas especies carecen de mucrén apical y sus utriculos son similares. En cuanto a
C. vermilara, la ubicacion apical de los pelos y cicatrices podria ser una caracteristica
diferenciadora. No obstante, si ninguna de las dos especies presenta pelos o
cicatrices, la distincibn se complica, a menos que C. tomentosum presente
aplanamiento de los ejes.

En este contexto, las herramientas moleculares son fundamentales para la
identificacion taxonomica. Concretamente, el marcador molecular PCR-RFLP
desarrollado en este trabajo permite discriminar de forma inequivoca las tres especies
del género Codium, resolviendo eficazmente posibles dudas taxonomicas.



Conclusion:

1.

Se identificaron tres especies de Codium de morfologia dicotémica en el litoral
occidental asturiano: C. fragile, C. tomentosum y C. vermilara. La identificacion se
realiz6 mediante microscopia Optica, utilizando como principales caracteres
diagnésticos la morfologia del utriculo, la presencia o ausencia de mucron apical y
la localizacion de los pelos o cicatrices, siguiendo los criterios establecidos por
Silva (1955).

. C. vermilara fue la especie mas abundante en el conjunto del muestreo,

representando el 52,6% de los individuos estudiados, seguida de C. fragile (39,2%)
y C. tomentosum (8,2%). La prueba de chi-cuadrado confirmé que estas
diferencias de abundancia son estadisticamente significativas (x? = 102,30; gl = 2;
p < 0,001).

La distribucion de las especies no fue homogénea entre localidades. C. fragile
estuvo presente en todas las localidades muestreadas siendo dominante en Playa
Campiechos y Playa de Los Molinos. C. vermilara fue especialmente abundante
en Playa de Cadavedo, Playa Castello y Playa de La Ribeiria. C. tomentosum
mostrd la distribucion mas restringida, con presencia relevante Unicamente en
Playa de La Ribeiria.

La mayor abundancia de C. vermilara respecto a los estudios previos realizados
en el mismo litoral podria estar relacionada con la distribucion temporal de los
muestreos, ya que esta especie alcanza su maxima representacion en primavera
y verano, estaciones en las que se concentré una parte importante del trabajo.

La especie invasora C. fragile estd soOlidamente fundamentada en el litoral
occidental asturiano y coexiste con las dos especies nativas en la mayoria de las
localidades estudiadas, sin que se haya detectado un desplazamiento completo de
estas en el conjunto del area de estudio.

La combinacién de técnicas morfolégicas y moleculares empleada en este trabajo,
concretamente la microscopia 6ptica y la técnica PCR-RFLP sobre el gen rbcL del
cloroplasto, ha demostrado ser un enfoque adecuado y fiable para la identificacién
de las especies de Codium presentes en el litoral cantabrico.
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