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DRA. LYNN MARGULIS: CIENTIFICA DIVULGADORA

La cientifica norteamericana Lynn Margulis ostenta el envidiable mérito de haber conseguido lo
que la mayoria de nosotros no alcanzara jamas pese a haberlo recreado en nuestros suefios de
adolescencia: pasar a la historia formando parte de los textos educativos basicos, sin duda el legado
mas delicioso a que un cientifico puede aspirar. TOmese entre las manos cualquier manual de
biologia general o de algunas de las areas conceptuales mas importantes de la biologia actual,
busquese la referencia a la “teoria endosimbionte” y en la mayoria de los casos se encontrard junto
a ésta referencia concreta a la obra de Lynn. Mitocondrias y cloroplastos recuerdan bacterias por su
forma, tamafio y por disponer de un genoma propio (del que hoy conocemos su cercania estructural
y secuencial con el de los procariotas), lo que movié a Lynn a proponer la hipétesis de que su origen
arranca de bacterias aerdbicas Gram negativas de vida independiente, que en algiin momento
remoto de la evolucion establecieron relaciones simbiéticas con cierto protoeucariota anaerébico
primigenio. El hospedador protoeucariético presumiblemente proporciond nutrientes y un entorno
protegido y acogedor a sus huéspedes, mientras éstos le devolvieron el favor con creces dotandole
del extraordinario rendimiento energético del metabolismo aerdbico. Hoy, la hipotesis ha pasado a
constituir una teoria que cuenta con una mas que considerable cantidad de pruebas indirectas (a
titulo de inventario, por ejemplo, la ameba Pelomyxa, uno de los pocos eucariotas que ha perdido
sus mitocondrias, mantiene en permanente y biosintético abrigo a bacterias aerobias perfectamente
reconocibles).

La obra cientifica de la Dra. Margulis resulta vital, por tanto, para la comprensién del origen de la
complejidad en el mundo bioldgico y ha supuesto una auténtica revolucién —tranquila— en el modo
de investigar y comprender la evolucion. En estos ambitos, la trayectoria de Lynn es, por lo demas,
un ejemplo edificante de cuan fértil resulta en ciencia la valiente demolicion de las fronteras
conceptuales, pero cuan costosa, por otro lado, la denuncia sin ambages de las rigideces
disciplinares y académicas.

Por si sus aportaciones en la investigacion no representaran una hazafa singular de extraordinario
valor cientifico, siendo Profesora Asociada en la Universidad de Boston alla por el afio 1970, en su
mitica obra Origen de las células eucariotas Lynn marcé un nuevo hito, esta vez en la alta
divulgacion cientifica, al ser capaz de reconstruir en poco mas de 100 péginas de lenguaje llano, y
comprensible para toda persona con una minima instruccion cientifica, ese complejo y fascinante
momento de la historia evolutiva que ella tan bien conoce. Desde entonces, tanto en solitario como
al alimén con su hijo Doris Sagan, cientos de miles de nosotros, repartidos por todos los confines
del mundo, hemos podido deleitarnos con tantas otras obras de divulgacion, devorandolas con la
fruicién de un publico fiel que admira y disfruta tanto de la exquisitez narrativa e intelectual de los
autores como de su rabiosa actualidad cientifica. Para tantos y tantos de nosotros, Lynn no es un
genio cientifico mas, sino que al modo de Ludwig Boltzmann o Einstein su estilo personal y su
trayectoria de lucha conforman una biografia destinada a ser reconocida mas pronto que tarde en su
justa medida.

Emilio Gil Martin
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ACTO DE NOMEAMENTO DE LYNN MARGULIS
COMO «DOUTORA HONORIS CAUSA »
POLA UNIVERSIDADE DE VIGO, 26-XANEIRO-2007

LAUDATIO PRESENTADO POLA PROF. MARISA CASTRO

EXMO. SENOR RECTOR DA UNIVERSIDADE DE VIGO
DIGNISIMAS AUTORIDADES

MEMBROS DA COMUNIDADE UNIVERSITARIA
SENORASI/ES,

Creo que en mi vida universitaria nunca me habia sentido mas honrada que en el momento en que
se me propuso, en nombre del Departamento de Biologia Funcional y Ciencias de la Salud, y de la
Facultad de Biologia, hacer hoy la laudatio a la profesora Lynn Margulis. A pesar de la enorme
responsabilidad que trae consigo presentar ante todos ustedes a una cientifica universalmente
conocida, y reconocida, acepté halagada.

De todos es sabido que las pequefias y constantes aportaciones son necesarias, tanto en la
ciencia como en la vida; sin embargo son las grandes innovaciones las que fuerzan el avance del
conocimiento. Por eso, como van a ver, Lynn Margulis es una cientifica de las que cambian la vision
preestablecida que se puede tener del mundo.

Desde su licenciatura por la Universidad de Chicago, en el afio 1958, manifestd especial interés
por la Genética. Por ello, realizé un master en la Universidad de Wisconsin sobre «Estabilidad del
RNA en Amoeba proteus» y alli conoce al profesor James F. Crow, del que, en alguna ocasion, dijo:
«Después de las clases de Crow supe que sdlo queria estudiar genética».

Hasta ese momento, el evolucionismo se centraba en el estudio de animales y plantas, como
posibles inductores de las modificaciones que condujeron a los actuales niveles de complejidad. Sin
embargo, desde el principio la doctora Margulis manifiesta su curiosidad por la posible relacién entre
ciertos microorganismos, como las bacterias, y el proceso evolutivo.

Comienza revisando publicaciones, como las de E.B. Wilson o las de E.B. Webs, que relacionan el
desarrollo celular con la herencia. Estas investigaciones la acercan a la escuela rusa de A.S.
Famintsyn y K.S. Merezhkovsky, que ya planteaban la hipotesis de que los organulos internos de las
células nucleadas -eucariotas- eran formas evolucionadas a partir de bacterias no patégenas.
Consigue asi reunir pruebas que apoyan las simbiosis que originaron las mitocondrias -centros
productores de la energia celular- y los plastos -zona donde la luz solar permite fabricar
macromoléculas organicas-, o el aparato responsable de la motilidad y distribucién de cromosomas
en la division celular.

Tras varios intentos fracasados de publicar sus innovadores y revolucionarios trabajos, logra que la
revista Journal of Theoretical Biology los acepte y, finalmente, en 1967 publica su articulo sobre el
origen de la mitosis celular (Origin of Mitosing Cell).

Comienza aqui el desarrollo de la teoria sobre el «origen de las células eucariotas» (Serial



Endosymbiosis Theory), que, tres afios mas tarde, ve la luz en formato de libro (1970. Origin of
Eukaryotic Cells: Evidence and resarch implications of a theory of the origin and evolution of
microbial, plant and animal cells on the Precambriam Eart), libro que fue nuevamente editado, y
ampliado, en 1981 (Symbiosis in Cell Evolution: Life and its environment on the arly earth).

Recupera el término simbiogénesis, para describir la relacién de contacto fisico entre dos
organismos de diferentes especies, que a través del tiempo tiene continuidad, y que acaba
evolucionando hacia un nuevo tipo de ser vivo, mas complejo, que contiene los genes de ambos.

Lynn Margulis, durante los Ultimos 35 afios, mantuvo un intenso ritmo de publicacion y discusion
sobre este tema, en los principales foros y reuniones cientificas mundiales, que van confirmando la
teoria de que mitocondrias y plastos se formaron a partir de la incorporacion de bacterias libres a
conjuntos mas complejos. Asi, en 1993 publica la segunda edicién ampliada y modificada del trabajo
sobre Simbiosis en la evolucién celular (Symbiosis in Cell Evolution: Microbial communities in the
archean and Proterozoic eons).

Durante este periodo, el conocimiento adquirido con las nuevas técnicas bioquimicas,
microscopicas y genéticas, revelaron afinidades y diferencias a nivel subcelular, lo que origin
diversas propuestas para establecer una clasificacién de los seres vivos en reinos, diferente al
sistema linneano -animales y plantas-, basado en estructuras observables a simple vista.

Asi, a mediados del siglo XX hubo diversas propuestas de clasificacion en 4, 5, 7 y hasta 13 reinos,
que permitian ubicar de forma adecuada a bacterias, hongos, algas, etc. Clasificaciones durante
largo tiempo ignoradas, o consideradas -al menos en Espafia- como curiosidades sin importancia.

En una de estas propuestas, la realizada por Whittaker en 1959, participa también la doctora
Margulis y, en colaboracién con Karlene V. Schwartz, publica en 1982, su conocido libro Cinco
Reinos (1982 — Five Kingdoms. An illustrated Guide to the Phyla of Live on Earth), reeditado y ampliado
en 1994.

En el se clasifican a los seres vivos en 5 reinos: Moneras (bacterias); Protoctistas (algas, protozoos
y mixomicetos); Hongos (setas, mohos y liquenes), Animales (animales vertebrados e invertebrados)
y Plantas (musgos, helechos y plantas con flores). Cada uno de estos reinos es subdividido en
grupos o phylla, hasta un total de 89.

Como Lynn Margulis considera a las bacterias organismos altamente sensibles y receptivos a
cambios genéticos, participa, con nuevas interpretaciones, en el desarrollo de las teorias evolutivas.
Acepta las ideas de Darwin; pero defiende que los organismos son los verdaderos protagonistas
activos de la evoluciéon, mientras que el genoma es el registro que estos organismos se encargan de
modificar.

Opina que la simbiosis microbiana es una fuente de innovacion evolutiva, frente a las teorias neo-
darwinistas que defienden la seleccion natural procedente de mutaciones al azar, integradas en el
genoma y transmitidas de forma hereditaria, y de las que -en palabras suyas- no hay evidencia. Y...,
sin evidencia, no hay ciencia.

Critica la compartimentacion e incomunicacion entre disciplinas académicas, lo que Unicamente
conduce a dogmatismos que impiden interpretar sin prejuicios los fenémenos relacionados con la

historia de la Vida.
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Una investigadora de la Vida, universalista como Lynn Margulis, no puede obviar en sus trabajos el
entorno en el que viven los organismos. Su contribucién al conocimiento de la Geofisiologia es
notable. No es por casualidad que actualmente ejerza como Profesora en el Departamento de
Geociencias de la Universidad de Massachusetts y que haya sido codirectora de la seccién de
Biologia Planetaria de la NASA y premiada por este organismo en 1981.

No se conoce exactamente como se ha originado la vida en nuestro planeta y, mucho menos, por
gué se mantiene; pero se sabe que la historia de la Tierra y la de la Vida transcurren en paralelo. No
de forma independiente, ya que vida implica flujo de energia y materia, un continuo intercambio
entre las células y el ambiente, un fendmeno planetario que permite la transformacion de la energia
solar en formas cada vez mas complejas, mas diversas y mas dispersas.

Al no conseguir explicar el funcionamiento de este planeta Gnicamente por la Fisica y la Quimica,
el quimico James Lovelock propuso la hipotesis GAIA, segun la cual, la Biosfera es algo mas que la
suma de todos los fendmenos vivos, es decir, surge de la interaccién entre estos y el entorno, hasta
constituirse en una entidad autorreguladora del medio abiotico.

Desde la perspectiva bioldgica, Lynn Margulis realiza una importante colaboracién en el desarrollo
de la misma.

Y... Como todo lo que se sabe se debe, en buena medida, a lo que otros estudiaron antes y dieron
a conocer, los investigadores estan (estamos) “obligados” a comunicar nuestros descubrimientos.

Esta maxima ha sido cumplida con creces por Lynn Margulis.

Desde sus primeras publicaciones a finales de los afios 60 (1967) se ha convertido en una gran
comunicadora de la investigacion cientifica: numerosos articulos vy libros, conferencias, entrevistas,
peliculas, videos, CDs,... lo atestiguan. Todos los medios de comunicacién han sido usados por
ella, tanto para darlo a conocer a especialistas, como a la sociedad en general, contribuyendo asi a
hacer una sociedad mas culta. En definitiva, més libre.

Ademas, los trabajos de Lynn Margulis son de esos que no pierden vigencia y sus libros pueden
leerse y releerse una y otra vez, porque siempre hay «letra pequefia» que al principio puede pasar
inadvertida.

Son publicaciones que, ademas de informarnos, nos estimulan a reflexionar, tanto sobre el
conocimiento del mundo biolégico como del planetario.

Esta universalidad de Lynn Margulis se ve reforzada por los humerosos reconocimientos recibidos
hasta el momento: Miembro de la National Academy of Sciences de USA, de la Russian Academy
of Natural Science, Medalla Nacional de la Ciencia en 1999, otorgada por Bill Clinton, Doctorados
Honoris Causa otorgados por algunas de las més prestigiosas universidades y State Colleges de
América, como la de Chicago (su ciudad natal), Massachussets, Westfield Tulane, Montreal, Quito,
Chestertown o Plymouth, y de Europa, como la de Oldenburg, o las espafiolas, Auténoma de
Madrid y Valencia. Larga lista a la que espero que, a partir de hoy, pueda sumarse la Universidad
de Vigo.

En palabras de Edward O. Wilson, Lynn Margulis es una de las pensadoras sintéticas mas
prodigiosas de la biologia moderna, ademéas de ser una persona muy preocupada por la educacion

y divulgacién del conocimiento cientifico. Por ello, ha sido capaz de conseguir lo que muchos



investigadores desean y no siempre alcanzan: jque se reescriban los libros de texto y estar presente
a diario en las aulas de todo el mundo!.

Asi pues, considerados y expuestos todos estos hechos, dignisimos invitados y miembros de la
comunidad universitaria, solicito con todo respeto, y encarecidamente ruego, que se otorgue y
confiera el supremo grado de Doctora «Honoris Causa» por la Universidad de Vigo a Dofia Lynn

Margulis.

He dicho.
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Gnathostomosis: Una enfermedad parasitaria

Trabajo seleccionado de la 12 RAP Internacional de la Universidad de Vigo

N. CARBALLO FERNANDEZ; G. POUSADA FERNANDEZ & T. TRONCOSO SOBRINO

natcarballo@alumnos.uvigo.es, gupousada@alumnos.uvigo.es, ttroncoso@alumnos.uvigo.es

Alumnos 2° de Bioloxia, Materia: Parasitoloxia (2006-2007), Universidade de Vigo

Profesora: M2 Cristina Arias Fernandez

Resumen: La Gnathostomosis es una zoonosis causada por diferentes nematodos del género Gnat-
hostoma. La especie mas comin es Gnathostoma spinigerum. En el hombre, hospedador paraténi-
co, las larvas del tercer estadio producen un sindrome de larva migrans (migra al azar por el cuerpo,
en vez de alojarse en el estdmago o es6fago como hace en el hospedador definitivo natural). Esta

es ingerida mediante productos mal cocinados o agua sin filtrar.

Resumo: A Gnathostomose é unha zoonose causada por diferentes nematodos do xénero Gnat-
hostoma. A especie mais comun é Gnathostoma spinigerum. No home, hospedador paraténico, as
larvas do terceiro estadio producen un sindrome de larva migrans (migra 6 azar polo corpo, en lugar
de aloxarse no estbmago ou eséfago como fai no hospedador definitivo natural). Esta é inxerida me-

diante productos mal cocifiados ou auga sen filtrar.
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HISTORIA

El género Gnathostoma fue descrito por pri-
mera vez en 1836 por Richard Owen, que
encontré al parasito en un tigre (Felix tigres)
gue habia muerto en el zooldgico de Londres.
Cincuenta y tres afios después, en 1889, Le-
vinsen lo encontrd, por primera vez, en el
hombre; en concreto en el pecho de una mu-
jer tailandesa.

A lo largo de los afios se han ido des-
cubriendo distintas especies del género Gnat-
hostoma.

Al principio, los casos mas claros de enfer-
medad se daban en la zona asiatica
(Tailandia, Malasia, Japén, China) y Sudameé-
rica (México), donde alimentarse con pescado
crudo o mal cocinado es habitual entre la po-
blacién. Con el paso del tiempo, el circulo de
la gnathostomosis se ha ido expandiendo v,
actualmente, se estan encontrando casos en
casi todo el mundo. En cada zona geogréfica
se presenta una determinada especie de
Gnathostoma dependiendo de la fauna de la
zona y, principalmente, de la alimentacion.
Los viajes a paises exoticos y la emigracion
contribuyen a que los habitos alimenticios se
extiendan por todo el mundo y a que los ca-
sos de Gnathostomosis aumenten considera-
blemente cada afo. Debido a esto, la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS) advierte
sobre los riesgos de comer alimentos crudos

o mal cocinados.

TAXONOMIA
Reino: Animalia.
Subreino: Metazoa.
Phylum: Nemathelminthes.
Clase: Nematoda.
Orden: Eunematoda.

Superfamilia: Spiruroidea.
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Familia: Gnathostomidae.
Subfamilia:Gnathostominae.
Género: Gnathostoma.

MORFOLOGIA

Huevo: Con forma oval, miden 60-70 x 35-
39 micras. Se eliminan en fase de una célula
0 una morula. No estan embrionados al ser
expulsados. Presentan una pared gruesa con
uno o dos bulbos polares. Al igual que en el
estado adulto, los huevos son diferentes de-
pendiendo de la especie. (Fig. 1)

G. doloresi es el de menor tamafio y ademas
es el que presenta dos tapones polares. Las
otras 3 especies son de mayor tamafio y

constan de un solo tapén polar.

(]

Fig. 1. Morfologia de los huevos: A) G. spinigerum;

B) G. hispidum; C) G. doloresi; D) G. nipponicum

Larvas: Las larvas de estadio | y Il presen-
tan un eséfago rabditiforme, en cambio la lar-
va lll ya lo presenta filariforme.

Adultos: Presentan un cuerpo cilindrico,
segun el sexo y edad tienen una longitud dife-
rente, machos 10-25 mm, hembra 9-31 mm
(Fig. 2). En el extremo anterior tienen un gran
bulbo cefélico con hileras concéntricas de
ganchos y en su parte central tienen un par
de labios que rodean una cavidad alargada.
Sobre la superficie del cuerpo existen hileras
de espinas cuticulares que varian en distribu-
cion, forma y tamafio dependiendo de la es-

pecie.



Fig. 2. Morfologia de 4 especie de Gnathostoma: A) Gnat-
hostoma spinigerum; B) G. hispidum; C) G. doloresi; D) G.
nipponicum. Gnathostoma spinigerum y G. nipponicum no

presentan espinas en la porcién posterior, mientras que las

otras dos especies que observamos en la imagen si. Las dos

primeras especies se diferencian también del resto por ser

de menor tamafio.

CICLO BIOLOGICO

La especie que mas afecta al hombre, y en
la que nos vamos a centrar para explicar el
ciclo biolégico, es Gnathostoma spinigerum,
Pero la enfermedad también puede ser cau-
sada por G. hispidum, G. nipponicum (Japon),
G. doloresi y G. binucleatum.

Todas presentan en su ciclo bioldgico varios
hospedadores:

Hospedadores definitivos: Mamiferos sil-
vestres o domésticos.

Se requieren dos hospedadores intermedia-
rios: Los primeros hospedadores interme-
diarios pueden ser diversas especies de pe-
guefios crustaceos (copépodos de los géne-
ros Cyclops, Eucyclops, Mesocyclops, Tropo-
cyclops y Acantocyclops) y los segundos
hospedadores intermediarios son peces
dulceacuicolas (Clarias batrachus, Dphiocep-
halus striatus, Glossogobius giurus, Therea-
pon argenteus).

Hospedadores paraténicos: Aves ictiofa-
gas, anfibios, reptiles y el ser humano

(hospedador accidental)

Rebigo 3, 2008

Las distintas especies se diferencian entre si
por su morfologia y por el lugar donde se alo-
jen los adultos en los hospedadores definiti-
vos naturales (gatos, perros, marsupiales y
cerdos, entre otros). En la figura 3 se puede
observar las diferentes localizaciones segun

la especie de la que se trate:

A B

-
3. sodniarnam
c D
L =
-
(~—
G. cioloras! G, nipoonicurn

Fig. 3. Localizacién del parasito adulto en el hospe-
dador definitivo natural. A) Estémago, formando nédu-
los en la pared del estémago; B) Estémago, libre o en
el lumen del estbmago; C) Estébmago, en la pared del

mismo; D) Eséfago, en forma de granulomas.

En el caso de G.spinigerum, los adultos, de
ambos sexos, se encuentran en cavidades
formadas por células hiperplasicas infiltradas
por un exudado inflamatorio en la mucosa

gastrica de perros, tigres, gatos, mapaches y

tlacuaches.
N
7b L,;_ 8
== N
LA ... T o L

A Hospedador 1
.L-'.‘ Paratécnico @
0.!’-.{ k - Cutinea ]‘-ul
< &2 A Qs
e - Newroldgics
E

segundo
hospedador TV

Intermediario

Primer hospedador intermediario

Fig. 4. Ciclo biolégico.
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El ciclo biologico se muestra en la figura 4:

1. Las hembras liberan los huevos fecunda-
dos (no embrionados), y estos son elimi-
nados con las heces del hospedador defi-

nitivo. En el agua dulce, con temperaturas

Fig. 5. Huevo de G. spinigerum sin embrionar (fase

con 4 blastémeros).

de 24-28° C, es decir, si las condiciones
ambientales son favorables, se desarro-
llan al estadio de larva | (L1) dentro del
huevo.

2. Esta larva sufre una muda y se transforma
a una larva de estadio Il (L2). Eclosiona

del huevo a través de un opérculo y se

Fig. 6. Larva en estadio 2 nadando libremente.

mueve libremente en el agua hasta ser
ingerida por los copépodos (Cyclops).

3. En un periodo de 7-10 dias la larva L2 se
transforma a L3 temprana (L3T) en el
hemocele de los copépodos infectados,

que sirven de alimento a diversas espe-

14

cies de peces dulceacuicolas.

Fig. 7. Cyclops infectado con larvas en estadio 2-3.

. En el estbmago de los peces, se libera la

larva L3T, que perfora la pared y migra
hacia el tejido muscular esquelético, donde
se enquista y se transforma en larva L3 de
estadio avanzado (L3A). Los peces infecta-
dos con larva L3A pueden ser alimento de
vertebrados como ranas y culebras asi co-
mo aves icti6fagas o mamiferos, que no

son hospedadores naturales del parasito.

. Entre los mamiferos, se encuentra el ser

humano como hospedador accidental don-
de este estadio de larva L3A es infectante.
Las principales causas son: ingesta de car-
ne infectada de pescado cruda o insuficien-
temente cocida, o bien por la ingestion de
agua, con larvas de estadio L3, sin filtrar.
Esta larva en muy pocos casos alcanza el
estado adulto, suele quedarse en forma de
larva o adulto inmaduro, asi que no se es-
tablece en el estbmago como en hospeda-
dores naturales, sino que circula bajo la
piel o tejidos mas profundos (“larva mi-

grans cutanea o visceral”).

6 y 7. El ciclo bioldgico se completa cuando

los segundos hospedadores intermediarios
(peces dulceacuicolas) o paraténicos

(aves icti6fagas, anfibios y reptiles) son



ingeridos por los hospedadores definitivos
en los que la larva L3A se transforma en
parasito adulto.

Este ciclo puede ser mas lento si las condi-
ciones no son tan favorables, asi, en el huevo
sélo tendria el desarrollo de la L1, el copépo-
do ingeriria el huevo y aqui tendria lugar el
paso al estadio Il. Estos copépodos son inge-
ridos por los peces, donde el desarrollo de la
larva alcanza el estadio lll, el infectante. Des-
de aqui, el resto del desarrollo no tiene dife-
rencias significativas. Es importante sefialar
que la larva L3A es la forma que parasita al
hombre, siendo éste un hospedador acciden-
tal que adquiere la enfermedad cuando con-
sume carne infectada de pescado cruda o
insuficientemente cocida en platillos como
“cebiche”, “sushi” o “sashimi”.

El ciclo biolégico se completa cuando los
segundos hospedadores intermediarios o0 pa-
raténicos son ingeridos por los hospedadores
definitivos, en los que la larva L3A se transfor-

ma en parasito adulto.

DIAGNOSTICO

El diagnéstico de las infecciones por parasi-
tos depende en gran parte de procedimientos
de laboratorio, que sirven para establecer,
confirmar o descartar un diagnéstico realizado
en bases clinicas. Las parasitosis general-
mente se confirman por el hallazgo directo del
parasito, o por la deteccién de la respuesta
inmune que provoca.

El diagnéstico definitivo de la Gnathostomo-
sis humana o Paniculitis nodular migratoria se
confirma con la demostracion parasitoscopica
de la larva L3A. Dada la naturaleza migratoria
del parasito, identificar al mismo, presenta
dificultades. Esto ha hecho importante el de-

sarrollo de métodos inmunolégicos para esta-
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blecer el diagnéstico a través de pruebas cu-
taneas. Los antigenos que se han usado con
mayor frecuencia en estas pruebas han sido
extractos crudos de larvas L3A de G. spinige-
rum y de adultos de G. doloresi, ya que existe
menor dificultad para obtenerlos en hospeda-
dores naturales y las diferentes especies com-
parten un gran niumero de antigenos.

Las pruebas cutaneas, originalmente consi-
deradas sensibles y especificas, fueron susti-
tuidas mas tarde por métodos de precipitacion
y en la actualidad por ELISA, cuya técnica se
basa en la deteccién de un antigeno inmovili-
zado sobre una base solida mediante anti-
cuerpos que, directa o indirectamente, produ-
cen una reaccién cuyo producto puede ser
medido espectrofotométricamente. Se trata de
una técnica muy versatil, fiable y sencilla.

Las pruebas de inmunofluorescencia indire-
cta e inmunohistoquimica enzimatica se han
empleado, basicamente, para detectar antige-
nos especificos del parasito en tejidos de
biopsia, usando sueros de pacientes o anti-

cuerpos monoclonales.

Tras los exdmenes histopatolégicos realiza-
dos hay que tener bastante cuidado ya que
sus sintomas pueden ser confundidos con
Sindrome Hipereosinofilico y con el Sindrome
de Wells.

Fig. 8. Micrografia de piel gruesa donde se observa un

corte transversal de una larva del género Gnathostoma.
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PATOLOGIA

Se conoce poco acerca de los mecanismos
precisos que participan en la patogenia de las
larvas de tercer estadio avanzado de Gnat-
hostoma (L3A). El dafio es ocasionado princi-
palmente por una combinacién de factores
como el efecto mecanico causado por la mi-
gracion del parasito, la eliminacion de sustan-
cias toxicas similares a acetil-colina, enzimas
proteoliticas como la hialuronidasa, una sus-
tancia hemolitica y la reacciéon inmunolégica
del hospedador que se traduce en un proceso
inflamatorio.

Se manifiesta por la formacién de un edema,
casi siempre en forma de placa redondeada u
oval que aparece en el térax o en el abdomen,
doloroso al tacto, con aumento de temperatu-
ra, pero siempre acompafiado de prurito inten-
SO (sensacion desagradable que produce el
deseo de rascarse). Los pacientes se alarman
porque a los pocos dias cambia de lugar y
sienten que algo se desplaza debajo de su
piel con dolor y comezén.

Cuando la larva L3A es ingerida por el hos-
pedador, ésta se libera en el estémago, perfo-
ra la pared y migra hacia el higado. En esa
etapa, los pacientes pueden presentar fiebre,
dolor epigastrico, nauseas y vomito.

Posteriormente, la larva puede dirigirse a
cualquier parte del cuerpo y la sintomatologia
dependera del area afectada. Este proceso
ocasiona un sindrome de larva migrans y las
manifestaciones pueden ser cutaneas, ocula-
res, neurologicas, viscerales o una combina-
cion de ellas.

Cuténeas:

Las manifestaciones cutdneas son las més
frecuentes y menos graves y se han clasifica-
do en cuatro variedades: inflamatoria, serpigi-

nosa, seudofurunculosa y mixta.
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— La variedad inflamatoria se caracteriza por
la aparicion de edemas migratorios intermi-
tentes y con aumento de la temperatura
local. Al desaparecer el edema, con fre-
cuencia queda una zona hemorragica o
placa pigmentada que desaparece en
aproximadamente de dos a cinco sema-
nas.

— En la variedad serpiginosa o superficial, se
observan surcos poco sinuosos, eritemato-
sos e indurados, los cuales son mas an-
chos en el extremo por donde avanza la
larva, ya que en esa zona la reaccion infla-
matoria es mas intensa.

— La forma seudofurunculosa se manifiesta
como papula roja e indurada que en oca-
siones muestra un centro de color pardo, a
través del cual la larva puede salir esponta-
neamente.

— La forma mixta es una mezcla de las ante-
riores.

Después de varias horas o dias su intensi-
dad disminuye o desaparece. Permanece la-
tente durante semanas o meses, reaparecien-
do en el mismo sitio o regiones vecinas, te-
niendo una duracion variable, de hasta varios
afios. La localizacién principal de este tipo de
lesiones es el tronco.

Oculares:

Cuando la larva L3A migra hacia el o0jo, pue-
de causar dolor, uveitis anterior aguda, au-
mento de la presion intraocular y hemorragias
en la retina y el vitreo; en ocasiones el dafio
puede conducir a la pérdida de la vision.
Neurolégicas:

Estas afecciones pueden producir menin-
goencefalitis eosinofilica, radiculitis, mielitis,
hemorragias subaracnoideas, cefalea intensa,
deficiencias motoras y sensitivas en las extre-

midades, pérdida de la consciencia, estado de



comay la muerte.
Viscerales:

La larva L3A puede migrar hacia pulmones,
estébmago, intestinos, endometrio o vias urina-
rias. Cuando el parasito se encuentra en los
pulmones, el paciente puede presentar tos,
dolor toracico, neumotérax e hidroneumoto-
rax. En algunos casos, la larva es expulsada
durante la expectoracion. En el aparato diges-
tivo, la enfermedad puede ser asintomatica,
(sin sintomas reconocibles).

Vias genitourinarias:

Los casos registrados de gnathostomosis en
las vias genitourinarias son pocos y se han
asociado con dolor, fiebre, sangrado vagi-

nal...

TRATAMIENTO

No existe un tratamiento especifico para la
gnathostomosis y generalmente se recomien-
da tratar de recuperar al parasito a través de
maniobras quirdrgicas; sin embargo, esto re-
sulta dificil principalmente por la naturaleza
migratoria de la larva o bien por su localiza-
cion en 6rganos o tejidos diferentes de la piel.

Algunos medicamentos como Bitionol, Tia-
bendazol, Metronidazol, Astiben, soluciones
de yodo, utilizados en otras enfermedades
parasitarias, fueron inutiles al ser probados
experimentalmente en animales infectados
con larvas L3A de Gnathostoma; sin embar-
go, el Albendazol, un medicamentos antimico-
tico o antifingico pero con actividad especifi-
ca frente a cierto tipo de helmintos, nemato-
dos y cestodos, fue probado inicialmente en
ratas y gatos infectados, lograndose en algu-
nos casos la muerte de la larva L3A.

Con este medicamento se ha mostrado que
las larvas emergen hacia la superficie de la

piel entre los dias 10 al 14 después del trata-
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miento, forméandose una lesion seudofuruncu-
losa que indica el momento méas oportuno
para realizar una biopsia y recuperar el para-
sito.

Todavia se contindia investigando y proban-
do nuevos tratamientos para aumentar la efi-
cacia contra la Gnathostomosis humana ya
que el Albendazol, al menos en los 14 dias
postratamiento, no destruye el pardsito en

todos los casos.

MEDIDAS DE PREVENCION

La principal medida de prevencion para dis-
minuir la frecuencia de este padecimiento es
evitar el consumo de pescado crudo o insufi-
cientemente cocido de aguas dulces o salo-
bres, aves de corral,... También es importante
controlar la presencia de perros, gatos, cer-
dos, mapaches,... en areas de explotacion de
peces dulceacuicolas ya que las excretas de
estos mamiferos domésticos o silvestres, pue-
den contaminar las aguas con huevos del pa-
rasito.

La difusion de la informacién sobre diferen-
tes aspectos de la gnathostomosis a través de
medios de comunicacién puede constituir una
herramienta de gran utilidad para controlar y

prevenir esta parasitosis.
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Resumen: Todas las células del organismo estan abocadas a morir y solamente permanecen vivas
si reciben sefiales de supervivencia procedentes de las células que les rodean, que impiden asi que
se ponga en marcha el programa de muerte celular. Para ello, normalmente no basta con la reduc-
cion de los niveles de los factores de supervivencia, sino que se requiere, ademas, que el paso del
tiempo o alguna lesion hagan disminuir la expresion de los genes de la familia Bcl-2, que codifican

proteinas inhibidoras de la apoptosis.

Resumo: Tddalas células do organismo estan abocadas a morrer, e soamente permanecen vivas
se reciben sinais de supervivencia procedentes das células que as rodean, que impiden deste xeito
gue se pofia en marcha o programa de morte celular. Para iso normalmente non basta coa
reduccién dos niveis dos factores de supervivencia, senén que se require ademais que o paso do
tempo ou algunha lesion fagan disminuir a expresion dos xenes da familia Bcl-2, que codifica

proteinas inhibidoras da apoptose.
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INTRODUCCION

Todos los organismos envejecen de forma
natural como paso inexorable hacia la muerte.
No existe ninguno que consiga escapar de
ese destino y hacerse inmortal. Sélo los seres
mas sencillos de la escala biolégica, los
unicelulares como las bacterias, no
envejecen. El envejecimiento acompafia, en
cambio, a la reproduccion sexual. Los
gametos femeninos y masculinos, al fundirse
en la fecundacion, daran origen a un nuevo
individuo, pero el resto del organismo
productor sufrira las consecuencias del paso
del tiempo, sujeto a envejecimiento,
destruccion y muerte. Los materiales que lo
integran no pasardn a los hijos, como
tampoco su propio mensaje genético intacto.
Con los gametos se transmite al nuevo ser el
mensaje genético de la especie y una mezcla
de las peculiaridades individuales paternas y
maternas.

Todo ser vivo, una vez que ha madurado y
formado las células germinales, vive durante
un espacio de tiempo que le permite transmitir
la vida, contribuyendo asi a mantener su
especie, pero una vez cumplida esa funcién

inicia un declive irreversible.

Fig. 1. El envejecimiento.

Suelen distinguirse entre los procesos de
senescencia y de envejecimiento, como dos

etapas del camino hacia la desaparicion de
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los seres vivos. Envejecimiento es el conjunto
de modificaciones morfolégicas y fisiologicas
que aparecen como consecuencia de la
accion del tiempo sobre los seres vivos y, en
biologia, senescencia se refiere a que las
células, después de haber pasado por un
nimero de divisiones, dejan de proliferar.
Puesto que tanto el envejecimiento como la
senescencia estan bajo control genético, es
inevitable que algunas personas puedan
padecer enfermedades de envejecimiento
prematuro debidas a la alteracion de algun

gen.

MECANISMOS QUE PRODUCEN EL
ENVEJECIMIENTO

Existen una serie de mecanismos Yy
procesos relacionados, con el proceso de
envejecimiento o senescencia. Entre estos
podemos hablar del suicidio celular, la
reparacién de ADN, el acortamiento de los
telémeros por la accion de la telomerasa y la
importancia del Citocromo C en el
envejecimiento.

Genes del suicidio celular:

Ciertos genes tienen la funcion de terminar
prematuramente la vida de una célula,
mientras que la de otros es permitir que
sobreviva, teniendo estos Ultimos el papel
predominante: los productos de los genes
verdugos no implican la muerte mas que en
ausencia de las moléculas preescritas por los
genes salvadores.

Durante el suicidio celular o apoptosis,
también conocido como muerte celular
programada, se activa un programa “suicida”
en la célula, que conduce posteriormente a la
fragmentacion del ADN, el encogimiento del
citoplasma, cambios en la membrana y

muerte celular sin lisis ni alteracion de las



células vecinas.

El nematodo Caenorhabditis elegans
proporcioné la primera prueba de que son los
genes los que gobiernan el suicidio celular.
De las 1090 células que se producen durante
el desarrollo embrionario de este nematodo,
mueren 131. Se han podido identificar los 14
genes que gobiernan todas las fases del
suicidio celular en este nematodo,
demostrando cudles intervienen en que la
célula tome o no la decisiéon de suicidarse,
cuales participan directamente en la
autodestruccién y cuales permiten que las
células apoptéticas sean ingeridas por las
circundantes.

La mutacion de un U(nico gen, el age-1,
aumenta el periodo de vida de C. elegans en
un 70%. Los neméatodos mutantes producen
niveles elevados de antioxidantes y son mas
resistentes al Paraquat®, herbicida que
induce la generacién del radical superéxido.
La mutacién del gen age-1 parece inactivar el
gen, lo que significa que la proteina que
codifica deja de producirse. Si la eliminacién
de una proteina conduce a un incremento de
la produccidon de antioxidantes, es posible
entonces que sean las proteinas normales las
que inhiban la produccion de estas
sustancias.

En la senescencia de la levadura de
cerveza, se han identificado varios genes que
prologan su vida; asi, LAG1l (“Longevity
assurance genl”) garantiza la longevidad.
Este gen es mas activo en las células jovenes
que en las viejas. Al inducir una actividad
LAGL1 extra, después del declive normal de su
expresion, se le alarga la vida hasta un 30%.
Las células de levadura maduras que llevan
el gen extra activo no se tornan inmortales,

como ocurre con las células cancerosas en
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los organismos pluricelulares; sencillamente
se mantienen jovenes durante un periodo
mas prologado. Se ha descubierto que un gen
similar se expresa en ciertas células
humanas.

Después de cruzamientos sucesivos de
hembras y machos longevos en la mosca de
la fruta, se han conseguido poblaciones de
Drosophila melanogaster que viven el doble
de lo normal. La longevidad es uno de los
rasgos extraordinarios de estos Matusalenes
en miniatura. Se tratan de moscas superiores,
mas robustas que otras de su misma edad y
mejor equipadas para resistir el estrés. Ya
viejas, muchas de ellas siguen siendo mas
fuertes que las jovenes normales. Muchas de
las moscas longevas producen una version
extraordinariamente activa de la enzima
antioxidativa superéxidodismutasa, lo que
significa que albergan una variante del gen
especificador de la enzima; sintetizan, en
particular, una version muy eficiente de la
forma de la enzima que se da en el
citoplasma de las células. En la mosca de la
fruta, como en el hombre y en otros
organismos, las superéxidodismutasas
defienden contra el dafio oxidativo, al
neutralizar el superésido, un radical libre muy
dafino. De esa diferencia genética hemos de
inferir que las moscas normales envejecen
antes porque sus defensas frente a los
radicales libres no son tan eficientes como las
sometidas a una reproduccion selectiva.

Los seres humanos tenemos dos genes muy
parecidos a los de C. elegans, los llamados
ICE, los cuales codifican una cisterna
proteasa, y Bcl-2 (Fig. 2). Las investigaciones
sobre los mecanismos de determinadas
enfermedades, como el cancer y el SIDA, han

ido descubriendo poco a poco la importante
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funcién que los programas de suicidio celular

contindan teniendo en la fase adulta.
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Fig. 2. Las familias de los genes Bcl-2 e ICE se componen
de seis miembros cada una. Bcl-2 y Bcl-xL favorecen la per-
vivencia (signo menos) impidiendo la activacién o los efectos
de las enzimas ICE. Bax, Bad, Bag y Bak promueven el suici-
dio (signo mas), oponiéndose a los efectos de sus congéne-

res y apoyando la actividad de las enzimas ICE.

Una variedad de agentes que causan la
muerte celular programada pueden quedar
bloqueados por el producto del gen Bcl-2. La
apoptosis de una célula provocada por los
linfocitos T citotoxicos aporta las proteasas,
gue desencadenan la fragmentacion del ADN
y la destruccién celular; ésta es la razon de
gue este tipo de apoptosis no dependa del
estado del producto del gen Bcl-2, mientras
que las otras vias pueden quedar bloqueadas
por sus efectos. Es poco lo que se sabe
acerca de cémo las proteinas codificadas por
los genes de la familia Bcl-2 bloquean la
apoptosis. Estas proteinas se localizan en las
membranas de la mitocondrias, del nucleo y
del reticulo endoplasmatico, y parecen tener
actividad antioxidante; recogen a manera de
“basurero” los radicales libres que, o bien
median la activacién de las proteasas, o bhien
intervienen en la cascada de reacciones
destructoras que estas proteasas ponen en
marcha.

Reparacion del ADN:

La vida de un organismo y su continuidad de
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generacion en generacién dependen de
estabilidad a largo plazo de la informacion
genética cifrada en la doble hélice de ADN. El
ADN se muestra muy sensible a los dafios
producidos por las radiaciones perjudiciales y
por los agentes quimicos presentes en el
medio ambiente. Su estabilidad y la precision
de su replicacion estan protegidas por
enzimas que continuamente reparan las
lesiones genéticas. Las lesiones importantes
en la molécula de ADN pueden inducir una
respuesta de emergencia (SOS), mediante la
cual se sintetizan mayores cantidades de
enzimas reparadoras, que actdan en perfecta
coordinacion.

La incorporacion en el ADN de una base
incorrecta o alterada, asi como la presencia
de una lesién que distorsione la doble hélice o
impida el perfecto apareamiento de las bases,
obstaculizaran la replicacion, la sintesis de
proteinas y la recombinacién. A menos que
se repare satisfactoriamente la lesion
causada, puede sobrevenir la muerte de la
célula. Tales lesiones pueden iniciar un
proceso que conduce al cancer.

En una célula en crecimiento, que no ha
sufrido dafio alguno, los genes reparadores
del ADN se encuentran casi inhibidos por
LexA. Cuando las células se exponen a una
dosis significativa de radiacién ultravioleta, los
dimeros de pirimidina que no pueden reparar
las pocas moléculas de proteina Uvr originan
huecos postreplicativos. Las proteinas RecA
gque haya en la célula se unen al ADN
unicatenario que queda frente a los huecos.
El ADN estimula la actividad proteasa de
RecA y se induce una respuesta masiva y
muy rapida denominada respuesta SOS. La
proteina RecA destruye a los represores

LexA. La respuesta SOS estimula la



reparacion eficaz del ADN, pues aumenta la
disponibilidad de enzimas para la reparacion
por escision y abre la via de la reparacién
postreplicativa.

El tel6mero humano y la telomerasa:

La longitud de los teldbmeros (Fig. 3)
desciende progresivamente en las células
somaticas que se dividen en el organismo, y
lo mismo sucede en el envejecimiento de los
fibroblastos en cultivo. La longitud del
telémero es un mejor indicador del potencial
de division que la edad del individuo del que
proceden las células. Dicho acortamiento
obedece a la incapacidad de las polimerasas
de ADN para comenzar de novo cadena de
ADN (las polimerasas de ADN s6lo pueden
afiadir nucledtidos a una cadena naciente),
que le impide replicar los extremos de los
cromosomas. Siempre que se produce una
nueva copia de ADN se elimina un pequefo
fragmento de cada telémero. Estos hallazgos
sugieren que el telémero podria ser el reloj
que determina la capacidad proliferativa de
las células. Gran interés tiene también la
observacion de que la longitud del telémero
se mantiene, que esta ligeramente
aumentada, en los espermatozoides y en las

células transformadas e inmortalizadas. Esta

BUCLE DE ADN

MATRIZ
PROTEICA

Fig. 3. Los telémeros, extremos de los cromosomas, impi-

den que los cromosomas se adhieran entre si e interaccio-

nen hasta amenazar su estabilidad.
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estabilidad podria explicar porqué las células
germinales normales y las malignas no
pierden su capacidad replicativa.

Podria suceder que el organismo entrara en
decadencia cuando los érganos pierden su
capacidad reparadora de las células dafiadas.

La telomerasa (Fig. 4) es una enzima
formada por un complejo proteina-acido
ribonucleico con actividad reverso
transcriptasa (ARN => ADN) que es
producida en células germinales embrionarias
que impide el acortamiento de los telémeros.
La telomerasa es reprimida en las células
somaticas maduras después del nacimiento,
pero sigue funcionando en las células
germinales y transformadas. Al desempefiar
un importante papel en la formacion,
mantenimiento y renovacion de los telémeros,
la telomerasa es clave en procesos tales
como el envejecimiento y el cancer.

La telomerasa tiene una gran importancia en

los organismos unicelulares. Estos

TELOMERASA

/\ MOLDE
DE ARN

NUCLEOTIDO

Fig. 4. La telomerasa porta su propio molde para sinteti-

zar ADN telomérico. En este dibujo la telomerasa esta

afiadiendo la secuencia TTGGGG complementaria a un

cromosoma de Tetrahymena.

organismos son inmortales en el sentido de
gue, salvo accidentes o intrusiones genéticas,
pueden dividirse indefinidamente.
Tetrahymena necesita telomerasa para
mantener esa inmortalidad y cuando la

enzima se degrada los telémeros se acortan y
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las células mueren. En levaduras, las células
que carecen de telomerasa acortan la

longitud de sus teldbmeros y mueren.

Muchas células humanas carecen de
telomerasa. Las células somaticas
procedentes de recién nacidos suelen

dividirse unas 80 o 90 veces, mientras que las
de un anciano solo se dividen entre 20 y 30
veces. Cuando las células humanas detienen
su reproduccién adquieren un aspecto
diferente y funcionan con menos eficacia que
cuando son jévenes. Después de cierto

tiempo, mueren. Las células pierden
segmentos de sus teldomeros a medida que se
dividen, lo que indica que la telomerasa no es
activa.

Un ciclo letal: El Citocromo C.

El citocromo C juega un doble papel.
Cuando una célula recibe la orden de que
cometa el suicidio apoptético, el citocromo C
abandona su lugar habitual en la mitocondria
y se instala en el citosol, donde ayuda a
activar el proceso de apoptosis. La
sobreexposicion de los supresores de la
muerte celular, Bcl-2 y Bcl-xL, evita la salida
del Citocromo C.

Las caspasas se activan mediante procesos
proteoliticos, hidrolizan un nimero limitado de
substratos apoptoéticos y de ellas depende de
mayoria de los cambios caracteristicos de la

BAX CASPASAS
CURSO ARRIBA

\, “CICLO LETAL"
*r—>%
CITQCROMO C
GJ" APOPTOSIS
A CASPASAS

BEs CURSO ABAJO
\_| PROCASPASA-9
APAF-1

CASCADAS
DE CASPASAS

PROCASPASA-3

Fig. 5. Modelo explicativo de la funcién del supresor Bcl-2
en la apoptosis. El Bcl-2 bloquea la activacion de caspasas,

evitando la amplificacion de las sefiales pro-apoptéticas.
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apoptosis (Fig. 5).

El homologo de la caspasa CED-3 se activa
en el nematodo Caenorhabditis elegans por la
interaccion fisica entre la proCED-3 y la CED-
4, ya que la muerte celular programada no se
produce en los animales mutantes en el gen
CED-4. En las células que han de sobrevivir,
la CED-9, que pertenece a la familia Bcl-2, se
une a la CED-4 y la mantiene en una
conformacion inactiva, impidiendo por tanto la
activacion de la proCED-3 mediada por la
CED-4. La capacidad de CED-9, CED-4 y
CED-3 de formar un complejo multiproteico
ha conducido al modelo del aptosoma en la

regulacién de la muerte celular.

Fig. 6. Foto de dos nifios afectados con el Sindrome

de Hutchinson-Gilford donde se pueden observar las

lesiones tipicas de la enfermedad como ojos saltones,

carecen de cejas y pestafias,... Este aspecto de descri-

be a veces como “Pajaro desplumado”.

SINDROME DE ENVEJECIMIENTO
PREMATURO
La Progeria o Sindrome de Hutchinson-
Gilford es una enfermedad rara que destaca
por sus sintomas, que se asemejan bastante
al envejecimiento humano normal, pero entre
5y 10 veces mas rapido de lo habitual, y se
presenta en niflos pequefios (Fig. 6). En todo
el mundo son conocidos alrededor de 50

casos.
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Aparece independientemente del

grupo
social o racial. La enfermedad afecta tanto a
nifios como a nifias. La esperanza de vida
promedio es de aproximadamente 13 afios.
Esta enfermedad es el producto de un
"error de ortografia genético" de una sola
letra entre las tres mil millones del genoma
humano. Tras muchas investigaciones, los
cientificos encontraron en 18 de los 20 nifios
estudiados la misma mutacién en el llamado
gen lamin. En este gen, dbénde deberia
aparecer el nucleétido C, encontraron una T.
Un error minimo con un increible efecto.
Este gen permite la elaboracion de una pro-
teina ya conocida llamada lamina A. Estas
laminas intervienen en el mantenimiento de
la estructura de la membrana que cubre el
nucleo de la célula, en el cual se halla el
ADN. Si no existen laminas A, la membrana
resulta alterada y las células no se dividen,
o lo hacen mal. La reparacién y renovacion
de los tejidos sufre una perturbacién impor-
tante, lo que provoca un envejecimiento
anormal. Gracias a este importante descu-
brimiento, fue finalmente posible diagnosti-
car la enfermedad tempranamente y asi me-

jorar la calidad de vida de estos nifios.

ENVEJECIMIENTO Y CANCER: EL GEN
P53
La transformacién cancerosa esta relaciona-
da con la inactivacién de otra familia de ge-
nes, los antioncogenes o los genes supreso-
res de tumores, que normalmente frenan la
multiplicacion celular. Uno de ellos es el gen
p53, cuya inactivacién por mutacion es muy
frecuente en los canceres humanos, y parti-
cipa en el inicio del suicidio celular. Al igual
gue sucede con la activacién de Bcl-2, la

inactivacién de p53 favorece la superviven-
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cia anormal de las células. Este gen vela por
la integridad del genoma celular y obliga a la
célula a interrumpir su multiplicacién y repa-
rar la lesidn genética cuando ésta se produ-
ce. Si la lesidon es demasiado importante,
p53 desencadena el suicidio de la célula.
Las mutaciones que dejan inactivo a p53
tienen como consecuencia que las células
alteradas puedan seguir multiplicandose y
sufrir nuevas transformaciones genéticas

favorables a la tumoracion (Fig. 7)

EAACIIND CELLRAR

UL TAPLSCARCTIOM O
LAGS CELULAS | TRIONADAS

L S0 CGENETIGA, EXPRESENY DEL LN pAS

OEN ps3 IMASTIVD LUK GENETICA

Fig. 7. El gen p53 es un guardian de la integridad celular.

Si una célula sufre una lesién genética, p53 se manifiesta

y produce la destruccién de la célula (arriba). Pero si esta

inactivo, las células alteradas se multiplican en exceso y

sufren modificaciones cromosomicas que no se eliminan.

Algunas proteinas de ciertos virus huma-
nos inactivan o destruyen la proteina p53, lo
que impide que esa célula muera por efecto
de la infeccion. Otros virus portan genes que
codifican proteinas virales que actdan como

el Bcl-2, inmortalizando a la célula infectada.

EPILOGO

A pesar del extraordinario avance conse-
guido en la investigacion de las células en
cultivo, los radicales libres, los genes deter-
minantes de la longevidad y otras vias pro-
metedoras, el proceso de envejecimiento
humano continda siendo un gran misterio. A
lo que hay que afiadir la confusién provoca-
da por el hecho de que los cambios relacio-

nados con la edad no ocurren de manera
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uniforme, ya sea entre individuos o entre cé-
lulas. Hay estudios que confirman que una
alimentacién con gran aporte energético pro-
duce un mayor nimero de radicales libres y
por lo tanto un envejecimiento mas rapido.
También el ejercicio produce este efecto. El
envejecimiento se produce por una combina-
cion de agentes externos y por los genes de
cada individuo.

Saber con exactitud hasta cuando podra
extenderse la vida intentando echar remien-
dos en el proceso de envejecimiento, es algo
que queda reservado para la imaginacion de
cada uno. La prolongacién de la vida tendria
profundas consecuencias sociales, econémi-
cas y ambientales, y obligaria a plantearse la
cuestién de si deberia o no intentarse esa

ampliacion.
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Resumen: Inyectamos suspensiones que contenian células de timo, bazo o médula normales en
ratones singénicos irradiados, a los cuales se les inyecté como antigeno glébulos rojos de oveja
(GRCQC). Las células de bazo normal dieron lugar a areas discretas de produccion de anticuerpos en
los bazos receptores, y el nUmero de areas fue proporcional al numero de células transferidas. Los
ratones que recibieron tanto células de timo como de médula tuvieron mas centros de actividad

hemolitica en sus bazos que los ratones que las recibieron por separado.

Resumo: Inxectamos suspensions que contifian células de timo, bazo e médula 6sea normais en
ratos sinxénicos irradiados, 6s que se lles inxectou como antixeno glébulos vermellos de ovella
(GRC). As células do bazo normal xeraron areas discretas de produccién de anticorpos nos bazos
receptores, e 6 nimero de areas foi proporcional o nimero de células transferidas. Os ratos que
recibiron tanto células do timo como de médula tiveron mais centros de actividade hemolitica nos

seus bazos que os ratos que a recibiron por separado.
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INTRODUCCION

La fuente de células potencialmente inmuno-
competentes y los mecanismos reguladores
implicados en su maduracién son problemas
de gran interés sin resolver. Recientemente
se han acumulado evidencias considerables
gue indican que el timo juega un importante
papel en la linfocitopoyesis y en el desarrollo
y mantenimiento del sistema inmunitario
(Good y Gabrielsen 1964). Aunque en un timo
sano se sintetizan pequefias cantidades de
anticuerpos (Landy et al. 1965), un papel mas
importante para esta estructura puede ser
suministrar células linfoides potencialmente
competentes que migran a otras estructuras
linfoides como el bazo o los ganglios linfati-
cos, para diferenciarse en células inmunolégi-
camente activas (Nossal 1964). También
existen datos que muestran que el timo puede
producir un producto semejante a una hormo-
na difusible que promueve la multiplicacion y
maduracion de las células linfoides en los
tejidos linfoides periféricos (Metcalf 1956, Le-
vey et al. 1963, Osoba y Millar 1964). Estos
dos mecanismos no son mutuamente exclu-
yentes.

Los experimentos aqui descritos buscaban
probar la existencia de células potencialmente
inmunocompetentes en el timo, de acuerdo
con el método para células de bazo reciente-
mente descrito por Playfair et al. (1965). Este
método permite el estudio de células poten-
cialmente inmunocompetentes mediante la
demostracion de clones discretos de células
activas productoras de anticuerpos, proce-
dentes de un cierto numero de células proge-
nitoras no sensibilizadas que son transferidas
a hospedadores irradiados y estimulados con
antigeno. En el transcurso de estos experi-

mentos, hemos encontrado que la combina-
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cion de células normales de timo y de médula
0sea es mucho mas activa produciendo
hemolisinas que ambas por separado. La acti-
vidad injerto contra hospedador de las células
se eliminé dado que usamos células donantes

y receptoras de la misma cepa consanguinea.

MATERIAL Y METODOS

Se someti6 a ratones LAF1 y CBA/J de entre
9y 12 semanas de edad a una exposicién de
rayos X de entre 650-750 r (en el aire) y 250
kvp (30 ma, 0.5 mm CU, 1.0 mm Al, 100 cm)
seguida de inyecciones intravenosas de célu-
las singénicas (bazo, timo, médula o timo y
médula). El bazo donante o las suspensiones
de timocitos se obtuvieron forzando al tejido a
pasar a través de una malla de acero inoxida-
ble en solucion salina F fria. La médula se
extrajo de fémures, forzando el paso de una
solucion salina a su través con una jeringuilla
tras haber cortado las epifisis, y las suspen-
siones se obtuvieron pasando las muestras
de médula a través de una aguja graduada
ndmero 26. Las células se lavaron en solu-
cion salina F fria y las contamos en un hemo-
citbmetro. Se ajustaron las concentraciones
de modo que cada animal recibi6é el nimero
deseado de células en 0,5 mL de solucion
salina F. Cuando los ratones recibieron tanto
células de timo como de médula, ambas po-
blaciones celulares se habian mezclado un
poco antes de la inyeccién, en un volumen
total de 0,5 mL. A todos los sujetos se les
inyectdé una muestra antes de que hubieran
transcurrido dos horas tras la irradiacion.

En el primer grupo de experimentos, se les
inyecto a los ratones 0,2 mL de una suspen-
sion al 10% de eritrocitos de oveja lavados
durante el primer dia tras la irradiacién. Cinco

dias después de la irradiacion se sacrificaron



los ratones y se les extrajo los bazos, corta-
mos éstos en fragmentos y los pusimos a
continuacion en placas siguiendo la técnica
de Playfair et al. (1965), excepto que la pulpa
roja no fue eliminada de los fragmentos. Tras
dos horas de incubacion a 37° C afiadimos 2
mL de complemento de cobaya al 33% en
cada placa. Se incubaron las placas 30 minu-
tos mas y se fijaron afiadiendo formalina neu-
tra al 10% sobre la superficie de los cultivos;
a continuacién se marcaron con un cédigo y
se contaron mediante un ensayo ciego usan-
do dos métodos.

Los fragmentos de bazo con hemodlisis cir-
cundante significativa (trozos activos), no es-

taban distribuidos aleatoriamente, sino que
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Fig. 1. Disefio experimental.

tendian a aparecer en grupos o “areas acti-
vas”. Playfair et al. (1965) demostraron que
un area activa probablemente deriva de un
grupo de células precursoras, pero cuando
hay muchos fragmentos activos la delimita-
cién de areas activas concretas resulta com-
plicada ya que tienden a solaparse. Por esta
razén, se calcul6 el porcentaje de fragmentos
de bazo con hemdlisis y se denomind
“actividad especifica”. Encontramos que esta-
ba relacionado linealmente con el nimero de

areas activas y que permitia el contaje cuanti-
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tativo de un amplio espectro de actividades.
Durante la evaluacion de los datos considera-
mos que dos errores estandar eran el interva-
lo de confianza del 95%.

Para determinar el porcentaje de células que
alcanzaban los bazos receptores, se
incubaron por separado suspensiones de
células de bazo y timo CBA durante 6 horas y
media con H3-timidina. Fueron lavadas las
células y determinado el porcentaje de células
marcadas mediante autoradiografias de las
alicuotas. A los ratones receptores se les
inyect6 10° células de timo o de bazo por via
intravenosa y se sacrificaron 1 hora después.
Con sus bazos se hicieron suspensiones
simples y se determind el nimero de células
totales. Hicimos frotis de las alicuotas
medidas y determinamos mediante
autoradiografia el numero de células
marcadas. El ndmero total calculado de
células marcadas en el bazo fue de 6,5% de
las inyectadas del bazo y el 2,9% de las de
timo. Asumiendo que la distribucion de las
células marcadas reflejaba la distribucion de
todas las células donantes, aproximadamente
el doble de células de bazo que de timo

llegaron a los bazos receptores.

RESULTADOS

En la Tabla | se muestran los resultados del
primer grupo de experimentos, usando célu-
las normales e inmunizadas de bazo y de ti-
mo. Cuando inyectamos 5 x 10° células de
bazo de ratones CBA/J no inmunizados en
unos receptores singénicos irradiados, el na-
mero medio de &reas activas en el bazo 5
dias después era unas 2,5 veces que el en-
contrado cuando inyectamos 2 x 10° células
de bazo. Aproximadamente 2,2 x 10° células

producian un area activa en ambos casos.

29
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Quinientas mil células de bazo de donantes a
los cuales se les habian inyectado eritrocitos
de oveja 3 dias antes producian tantas areas
activas como 2 millones de células de ratones
no inmunizados. Las células de timo de do-
nantes normales e inmunizados no produje-
ron un numero significativamente distinto de
areas activas que los controles, a los cuales
no se les inyectd ninguna célula.

En el siguiente grupo de experimentos, los
receptores irradiados con rayos X recibieron
inyecciones del antigeno en el primer y cuarto
dia y fueron sacrificados al octavo dia tras la
irradiacion (Tabla I1).

A algunos animales se les dio 10" células
singénicas de médula, bien solas o junto con
células de timo. Los bazos de los ratones que
recibfan 5 x 10’ células de timo méas 10’ célu-
las de médula generaban mas zonas de lisis y
considerablemente mas grandes que los ani-
males que habian recibido s6lo uno u otro tipo
celular. La médula no producia actividad por

si sola mayor que el nivel basal, pero el timo

por si mismo producia una ligera actividad a
los 8 dias.

En los subsiguientes experimentos se usa-
ron ratones LAF1/J por su gran resistencia a
los rayos X. La figura 2 presenta los datos
combinados de 6 experimentos mostrando la
actividad especifica en funcién de la dosis de
timocitos. Cuando los ratones recibieron 10’
células de médula (Graf. 2, linea superior), la
curva de respuesta era lineal por lo menos
hasta los 5 x 10’ timocitos, de los cuales 5,5 x
10° células generaron un &rea activa y un
10% de actividad especifica. Las células de
timo por separado (Graf. 2, linea inferior) eran
mucho menos efectivas y se necesitaron
aproximadamente 4,3 x 10’ células para ge-
nerar un area activa (10% de actividad espe-
cifica).

En el experimento reciproco, evaluamos la
respuesta hemolitica en funcién del namero
de células de médula inyectadas. En los gru-
pos de ratones que recibieron un nidmero va-
riable de células de médula mas 2 x 10" Célu-

las de timo (linea superior), la respuesta fue

Tabla I. Produccién de areas activas de hemdlisis en bazos de ratones CBA que fueron irradiados y se les inyectd

células de bazo y timo en el dia 0, eritrocitos de oveja en el dia 1 y que fueron sacrificados en el dia 5.

CELULAS N° DE CELULAS (x 10°) AREAS ACTIVAS POR MEDIA DE AREAS
INYECTADAS BAZO ACTIVAS
Bazo normal 2 00111112 0.83
Bazo normal 5 111122222222334444 2.3
Bazo inmunizado 0.5 00113 0.80
Bazo inmunizado 5 kkok *
Timo normal 20 00000002 0.25
Timo normal 50 0000 0.0
Timo normal 90 00011 0.40
Timo inmunizado 100 000 0.0
Control 0 00000000000000001111 0.2
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* Demasiadas areas activas para contarse con precision.
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Tabla Il. Actividad hemolitica en los bazos de ratones CBA que fueron irradiados y que se les inyect6 células de bazo,

timo y/o de médula en el dia 0, eritrocitos de oveja (iv en el dia 1 e ip en el dia 4) y que fueron sacrificados en el dia 8.

CELULAS N° DE CELU- AREAS ACTIVAS POR MEDIA DE AREAS ACTIVIDAD ESPE- | €@
INYECTADAS LAS (x 10°%) BAZO ACTIVAS CIFICA MEDIA
Timo 30-50 000111112333 1.3 12.3£3.9
Médula 10 000000000001111122 05 1.6+0.5
Timo + Médula 50 + 10 1334xxxxxx <3.0 70.7 +£3.3
Bazo 5 12334k <3.0 66.1 9.0
Ninguna 000000000111112 05 74+29

* Demasiadas areas activas para contarse con precision.

lineal entre 2 x 10% y 2 x 10’ células de médu-
la, pero se estabilizd a mayores dosis de mé-
dula. Los ratones que recibieron Unicamente

células de médula (Graf. 3, linea inferior) nun-
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Fig. 2. Gréficas con el porcentaje de la actividad especifica hemolitica.

Gréfica 2: Porcentaje de actividad especifica hemolitica de receptores de fragmentos de bazo frente al nimero de células

de timo o de timo y 107 células de médula inyectadas.

Gréfica 3: Porcentaje de actividad especifica hemolitica de receptores de fragmentos de bazo frente al nimero de células

de médula o de médula y 2x107 células de timo inyectadas.

En ambas graficas, los nimeros entre paréntesis son el nimero de ratones usados en cada punto. El intervalo indica dos

errores estandar.
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DISCUSION

Los resultados confirman el trabajo de Play-
fair et al. (1965) mostrando la produccion de
grupos de células productoras de anticuerpos
en los bazos de ratones singénicos irradiados
a los cuales se les habia suministrado células
normales de bazo y luego el antigeno. En
cuanto al rango testado, el nimero medio de
areas activas era directamente proporcional al
ndmero de células inyectado. 5 x 10° células
de bazo produjeron mas areas activas en los
experimentos de 8 dias que en los experi-
mentos de 5 dias. Ya que 2,2 x 10° células
normales de bazo producian un area activa,
gue presumiblemente contienen una célula
precursora, y puesto que el 6,5% de las célu-
las de bazo transferidas (marcadas in vitro)
aparecian en el bazo receptor, entonces hay
un precursor por cada 143.000 células norma-
les de bazo. Aunque es posible que mas célu-
las puedan localizarse finalmente en el bazo
después de ser retenidas temporalmente en
los pulmones, el valor que presentamos aqui
concuerda bastante bien con el 4% presenta-
do por Playfair el al. (1965) en las 24 horas
siguientes a la transferencia. Puesto que un
bazo normal de ratén posee sobre 10° células
nucleadas, equivaldria a unas 700 células
precursoras. Esto es considerablemente mas
que los 50 precursores estimados por Maki-
nodan y Albright (1962) o que los 100 precur-
sores estimados por Jerne et al. (1963)

El timo no parece contener células semejan-
tes potencialmente inmunocompetentes,
puesto que los timocitos de donantes norma-
les o inmunizados no producian actividad
hemolitica significativa en los bazos recepto-
res a los 5 dias. A los 8 dias habia una ligera
actividad en los ratones receptores de células

de timo, pero ninguna en los que recibieron
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células de médula. La combinacion de células
de timo y médula, sin embargo, produjo mas
areas activas y una mayor actividad especifi-
ca de las que pueden dar cuenta la suma de
las actividades de las dos poblaciones donan-
tes.

La interpretacion mas simple es que una
poblacion celular contiene células capaces de
sintetizar anticuerpos (“células efectoras”),
pero solamente en presencia de células de
otra poblacidon (“células auxiliares”). Estos
datos no establecen qué suspension celular
contiene las células efectoras o las auxiliares
ni cémo interactian estas células (Fishman
1959, Auerbach 1965, Globerson 1966).

Otros experimentos de transferencias han
mostrado la produccion de anticuerpos por las
células del timo de donantes inmunizados,
pero las células generalmente han sido trans-
feridas muchas semanas después de que
comenzara la inmunizacion del donante
(Stoner y Bond 1963). La conocida actividad
productora de anticuerpos de la médula de
donantes inmunizados (Gengozian et al.
1963), junto con la evidencia de que las célu-
las de médula migran a través del timo (Harris
y Ford 1964), hacen posible que la inmuno-
competencia de timos transferidos de donan-
tes inmunizados es debida a la presencia de
células derivadas de la médula dentro del
timo. Una cantidad creciente de datos mues-
tra que la inmunocompetencia de las células
de médula es debida a la presencia del timo
(Globerson y Feldman 1964, Millar et al.
1964). En base a todos estos datos, nosotros
creemos que es mas probable que la célula
efectora en nuestros experimentos derive de
la médula, y que el timo suministre las células
auxiliares.
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Resumen: un organismo modificado genéticamente (GMOSs) es aquel cuyo material es manipulado
en laboratorios genéticos donde ha sido disefiado o alterado. En la actualidad hay alimentos que son
0 se componen en parte por GMOs. Mediante técnicas de deteccién o amplificacion de ADN (PCR) y
electroforesis podemos comprobar si estos alimentos son transgénicos o no. En este trabajo se
realiza una descripcion sobre la determinacion de GMOs llevada a cabo durante las practicas de la
asignatura de Genética Molecular junto con una discusion de los resultados obtenidos.

Resumo: un organismo modificado xeneticamente (GMOs) é aquel no que o seu material é
manipulado en laboratorios xenéticos onde foi desefiado ou alterado. Na actualidade hai alimentos
que son ou se compdn en parte por GMOs. Mediante técnicas de deteccién ou amplificacién de ADN
(PCR) e electroforesis podemos comprobar se estes alimentos son transxénicos ou non. Neste
traballo realizase unha descricion sobre a determinaciéon de GMOs levada a cabo durante as

practicas da asignatura de Xenética Molecular xunto cunha discusion sobre os resultados obtidos.
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INTRODUCCION

El objetivo de estas practicas es detectar la
presencia de transgénicos de maiz y soja en
determinados alimentos. Para ello, se realiza
una extraccion de ADN de un alimento. Una
vez confirmada la extraccion de ADN, se rea-
liza una primera PCR para amplificar el mate-
rial genético y comprobar que el alimento
contiene maiz o soja. Posteriormente realiza-
mos otra PCR para comprobar si se trata de

maiz o soja transgénica.

ALIMENTOS EMPLEADOS

Para la préactica de determinacién de GMOs
(Genetic Modified Organisms) cada grupo
escogid al menos cinco productos alimenti-
cios distintos que contenian soja y/o maiz:

1. Galletas de soja

2. Tiras de maiz fritas

3. Lecitina de soja

4. Semillas de soja fritas

5. Leche de soja

6. Soja en legumbre marca DIET (agricultura
ecoldgica)

7. Galletas Fontaneda Digestive ®(con soja)

8. Galletas dietéticas con chocolate y soja,
Arluy®

9. Soja estadounidense

10. Doritos ®

11. Cereales Carrefour

12. Harina de maiz marca P.A.N

De todos ellos, la lecitina de soja era la Uni-
ca que venia etiquetada como producto modi-

ficado genéticamente.

PROCEDIMIENTO Y RESULTADOS
Paso 1:
Se realizé una extraccion de ADN utilizando

un protocolo de fenol-cloroformo. Para poder
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seguir con el protocolo es necesario que el
ADN extraido tenga un tamafio de al menos
200 pb. La comprobacion del tamafio se reali-
za mediante una electroforesis en gel de aga-
rosa y utilizando como referencia un marca-
dor de peso molecular.

Resultados Grupo 1 (alimentos del 1 al 5)

Los productos de los que se extrajo mas
cantidad de ADN fueron las galletas de soja 'y
la soja frita, posiblemente por ser los menos
procesados en su elaboracion. En la lecitina
de soja la extraccion fue muy baja, pero este
producto se trata de un derivado de las semi-
llas, concretamente estd formado por un
complejo de fosfolipidos, por lo que es muy
probable que apenas haya trazas de ADN de
soja en este producto. La cantidad y estado
del ADN se comprobd realizando una electro-
foresis en gel de agarosa. Se detectd la pre-
sencia de ADN de maiz o soja en tres de
nuestros alimentos. Aln asi, como en todos
los productos se encontrd, aunque fuera muy
poco, cierta cantidad de ADN, se procedi6 a
su electroforesis en gel de agarosa para ob-
servar con mas sensibilidad si existia 0 no
ADN. En todas las calles cargadas encontra-
mos ADN, siendo muy débil la visualizacion
de las calles correspondientes a las tiras de
maiz, lecitina de soja y leche de soja.

Resultados Grupo 2 (alimentos del 6 al 12)

En la fotografia de la electroforesis de ob-
serva la presencia o la ausencia de ADN (Fig.
1):

- Presencia de ADN: carriles 2, 3,5y 7. En
los carriles 2 y 7 los fragmentos de ADN enen
un tamafio algo inferior a 150 pb. Por otro
lado, los carriles 3 y 5 presentan un rastro a
lo largo del carril lo que indica que hay frag-
mentos de distintos tamafios.

Ausencia de ADN: carriles 1, 4 y 6. El no



tienen un tamafo algo inferior a 150 pb. Por
otro lado, los carriles 3 y 5 presentan un
rastro a lo largo del carril lo que indica que
hay fragmentos de distintos tamafios.

- Ausencia de ADN: carriles 1, 4 y 6. El no
poder observarlo por este método no quiere
decir que no haya, sino que se encuentra en
una cantidad inferior a 15 ng.

- En el carril 2 se observa ADN de pequefio
tamafio pero no un rastro a lo largo del carril,
esto quiere decir que el ADN se encuentra
muy degradado.

En los carriles 4 y 6 no observamos
presencia alguna de ADN, esto puede ser
debido a una mala extraccion, a cantidades
inferiores a 15 ng o a una degradacion del
ADN. En el carril 5 observamos una gran
“mancha” blanca debido a que hay una gran
cantidad de fragmentos de ADN de pequefio

tamario.

Fig. 1. Resultados de la primera electroforesis. Carril 1:
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0 soja en tres de nuestros alimentos. Para el
ADN de aquellos alimentos que no
conseguimos amplificar mediante esta PCR
podemos decir que es debido a que estos no
poseen ADN de este tipo o que, al emplear
cebadores para fragmentos de 200 pb,
aquellas muestras que tengan su ADN muy
degradado y, por tanto, sus fragmentos muy
pequefios no amplificaran.

Para comprobar si ese ADN se co-rresponde
especificamente con soja 0 maiz, se realizé
una PCR en la que se usaron cebadores
especificos: cebadores para el gen de la
lectina en el caso de la soja y cebadores para
el gen de la invertasa en el caso del maiz.
Estos cebadores sobrepasan los 200 pares
de bases, puesto que, como el ADN de los
productos estd degradado, el uso de
cebadores de mayor tamafio conllevarian a
que, con una alta probabilidad, no se unieran
al ADN a amplificar.

Los resultados de esta PCR fueron positivos
para las galletas de soja y la soja frita. Esto
seguramente se deba, como se dijo antes, a
la alta degradacion de ADN y no
necesariamente a que en los restantes
productos no haya soja 0 maiz.

Resultados Grupo 2 (alimentos del 6 al 12)

Se realiz6 una PCR de 30 ciclos a una

temperatura de anillamiento de 50°C para

harina de maiz; carril 2: soja en legumbre; carril 3: galleta de . .
) ] i o comprobar si el ADN obtenido de Ia
soja Fontaneda; carril 4: cereales; carril 5: galleta dietética

con chocolate y soja; carril 6: Doritos; carril 7: soja estadouni- extraccion pertenece a malz 0 a soja

dense.

Paso 2:

Amplificacién del ADN extraido mediante
PCR utilizando cebadores especificos de
maiz y de soja.

Resultados Grupo 1 (alimentos del 1 al 5)

Se comprobé la presencia de ADN de maiz

utilizando cebadores especificos para estos
alimentos. En el caso del maiz los cebadores
utilizados son de la invertasa y para la soja de
la lecitina. Después realizamos una
electroforesis para observar los resultados de

la amplificacion (Fig. 2).
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detectamos la presencia de maiz o soja. Para
ello utilizamos, como cebadores 35S y NOS
para la soja y 35S, Cry y NOS para el maiz. El
objetivo de este Udltimo punto es poder
comprobar si son alimentos transgénicos o

no.

Aunque parece que ninguna de estas tres

Fig. 2. Resultados de la segunda electroforesis. Carril 1:

galletas dietética con chocolate y soja; carril 2: galleta soja

Fontaneda; carril 3: Doritos.

Paso 3:

Una vez que se detecta mediante PCR la
presencia de maiz o de soja, se realiza una Fig. 3. Resultado de la tercera electroforesis

segunda tanda de PCR utilizando cebadores

especificos del fragmento transgénico, bien muestras pertenece a un alimento transgénico
del promotor, del terminador o del gen en si. realizamos otra PCR de comprobacion ya que
Resultados Grupo 1 (alimentos del 1 al 5) los resultados no son del todo claros (Fig. 3).

Con los dos productos confirmados se En esta PCR de comprobacion modificamos
procedid a la averiguacién de si contenian la temperatura de anillamiento de 50°C a
soja transgénica. Para ello se realiz6 una 53°C para aumentar la especificidad de la

PCR en la que los cebadores son especificos
para productos transgénicos en general,
puesto que no los hay especificos para soja
transgénica. Los cebadores utilizados fueron
para el promotor 35s y para el terminador
NOS. Tras la amplificacion se realiz6 una
nueva electroforesis en gel de agarosa para la
visualizacion de las bandas de ADN,
comparandolas con un marcador que se

carg6 en otra calle.

El resultado para organismos genéticamente

modificados fue negativo para ambos

Fig. 4. Comprobacién de la tercera electroforesis.

productos. Por tanto, el etiquetado de los

mismos es correcto. prueba.

Resultados Grupo 2 (alimentos del 6 al 12) Con esta segunda PCR verificamos que
Se realizdé una nueva PCR para amplificar el entre nuestros alimentos no hay ningun
ADN de los tres alimentos en los que transgénico (Fig. 4).
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inadecuadas para la realizacion de estas

PROPUESTAS DE MEJORA DEL practicas. Por ejemplo el proceso industrial

PROTOCOLO DE DETECCION DE GMOS
1. Realizacion de un control negativo: para

que sufre el maiz para obtener harina de
maiz.

. . - Dificultades en la extraccion de ADN.
comprobar como seria un resultado

. - En el caso del maiz se han registrado
negativo para transgénicos, hacemos las

. . numerosos falsos negativos debido a la
mismas pruebas con las mismas

disoluciones pero sin afiadir ADN. dificultad de la extraccion del ADN causado

2. Realizar un control positivo: para por la accién inhibitoria sobre la PCR de

. . sustancias como el almidon y polisacaridos
comprobar como seria un resultado

positivo para transgénicos, realizamos las acidificados (Porcar et al., 2007). Por ello,

. . quizas la extraccion de ADN en maiz debid
mismas pruebas con las mismas

disoluciones afiadiendo ADN de algdn haberse realizado con otro procedimiento
como el que llevaron a cabo en su estudio
Porcar et al. (2007).

En el caso de la leche de soja y la lecitina de

alimento que sepamos, de antemano, que
es verdaderamente transgénico.

3. Disminuir la temperatura de anillamiento de

la primera PCR para obtener resultados soja, también existe bibliografia en la que se

mas genéricos y detectar, asi, presencia de pone de manifiesto la dificultad de la

. . L . extraccion de ADN debido a los procesos que
maiz o soja en alguin alimento mas. P q
sufren durante su elaboracion. Asi se pone de

POSIBLES FALLOS COMETIDOS EN manifiesto en el estudio realizado por Vrodet

ESTAS PRACTICAS
- Error en el pipeteo.

et al. (2007) en el que a pesar de realizar tres
tipos distintos de procedimientos, todos los
resultados en estos productos fueron muy
bajos (Fig. 5).

- Mala extraccién del ADN.

- Que los alimentos estén en condiciones

0.0
0.8
0,7
0,6
0.5
0,4
0,3
0,2
0,1

% soya RR

—-e-=5100

---H--- prep+pur

—&— CTAB

Fig. 5. Gréfica que muestra como los resultados en la extraccién de ADN de la leche de soja y la leciti-

na de soja son bajos con respecto a los resultados obtenidos con otros alimentos.
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Resumen: La conciencia social acerca de la proteccion del medio ambiente esta en aumento en las
Ultimas décadas, lo que promueve la busqueda de lineas cientificas para combatir la contaminacién
y evaluarla. Se expone a continuacién una de ellas, el uso de algas como bioindicadores de la
calidad del agua contaminada por metales pesados y exceso de materia orgénica.

Palabras clave: algas, contaminacion, eutrofizacién, metales.

Resumo: A conciencia social acerca da proteccion do medio ambiente estase a ver incrementada
nas Ultimas décadas, o que promove a procura de liflas cientificas para combatila contaminacion e
evaluala. Exponse a continuacion unha delas, o emprego das algas como bioindicadores da
calidade da auga contaminada por metais pesados e exceso de materia organica.

Palabras clave: algas, contaminacion, eutrofizacién, metais.
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INTRODUCCION

Pola importancia que ten a contaminacion
actualmente nos ecosistemas acuaticos, 0
obxetivo deste traballo é procurar e dar a co-
flecer aquelas especies de algas nas que as
caracteristicas morfoloxicas e bioléxicas ser-
van para o andlise da calidade das augas.

A contaminacion segundo a RAE consiste en
“alterar nocivamente a pureza ou as condi-
cions normais dunha cousa ou un medio por
axentes quimicos ou fisicos”.

Hai diversos tipos de contaminacién, segun-
do a orixe dos contaminantes: por nutrintes,
materia organica, axentes patoxenos, sustan-
cias radioactivas, téxicas, cheirentas, acidifi-
cantes, salinizadoras, metais pesados, etc.
(Ederra, 1994).

A contaminacién pode ser medida por dife-
rentes métodos, bidticos ou abidticos. Alguns
seres vivos, a diferencia dos mecanismos
abidticos (pH-metros, espectrofotometro de
masas, cromatografias, reactivos quimicos,
etc.), presentan caracteristicas (Cadro 1) que
os fan aptos para ser considerados bioindica-
dores, e por elo son o tema central do noso

traballo.

METODOLOXIA

Para obter a informacion precisa para este
traballo recurriuse en primeiro lugar a Bibliote-
ca da Facultade de Ciencias (Universidade de
Vigo), co fin de procurar a informacién basica
e 0s conceptos de botanica e ecoloxia (Izco et
al. 1998; Margalef, 1995).

Para procurar informacidbn mais concreta
usaronse textos sobre contaminacion, eutrofi-
zacion (Barker et al.,, 1996; Mason, 2001) e
algins especificos sobre contaminacion por
metais pesados (Clark et al., 1997; Penas,
1992; Ray y Whyte, 1976).

Os buscadores de Internet foron dutiles &
hora de atopar imaxes, esquemas e defini-
cions.

Tameén se realizaron titorias e consultas coa
profesora encargada da materia, que nos faci-
litou guias para a descripcion das algas
(Barbara & Cremades, 1993) e nos recomen-
dou contactar coa prof2. Aida Garcia Morales
(Botanica, Facultade Bioloxia), que nos acon-
sellou o uso do texto Botanica Ambiental Apli-
cada (Ederra,1994).

A partir de toda a informacion recollida
(datos de autores e palabras clave) recurriuse
ao servizo de consulta de revistas especiali-

zadas.

Dan respostas diferentes ante estimulos diferentes.

Son faciles de mostrear.

facerse muestreos sucesivos.

Son sensibles & acumulacion de contaminantes.

Dan respostas de interese para o ecositema de estudo, relativamente faciles de observar e/ou medir.

Tefien limites estreitos de tolerancia respecto a variables ambientais, é dicir, son estenoicos e non eurioicos.

Tefien como Unica fonte de estudo o que proceda do foco de contaminacion.

Son sedentarios e tefien unha capacidade de dispersién limitada.

Estan presentes en cantidades suficientes para non alterar, ou incluso destruir a poboacién, no caso de que tefian que

Tefien un tempo de vida o suficientemente longo como para que as respostas poidan manifestarse.

Cadro 1. Caracteristicas importantes nos organismos potencialmente bioindicadores (Ederra, 1994).
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Desta busqueda resultaron aproveitables
unha tese de doutoramento e alglns artigos.
Finalmente procedeuse a lectura, seleccién
do material mais relevante e sintese de toda a
informacién recopilada, antes de proceder a

redaccion do traballo.

RESULTADOS E DISCUSION

1. Contaminacién por metais pesados

Os metais pesados son compostos naturais
do medio ambiente, a diferencia doutros con-
taminantes (compostos radioactivos, DDT,
PCB) e poden presentarse como iéns, com-
postos e complexos. Alguns metais, en pe-
guenas cantidades, son esenciais para a vida:
Fe, Cu, Zn, Co; pero nocivos en concentra-
cions maiores. Outros non son beneficiosos e
resultan téxicos en cantidades moi pequenas:
Hg, Pb, Cd, etc.

Os metais son considerados elementos
“conservativos”, non poden ser degradados
polos microorganismos, e non se poden elimi-
nar, de forma efectiva, a moi longo prazo. Hai
especies bioacumuladoras (acumulan no seu
organismo 0s metais que non son capaces de
excretar) e biomagnificadoras (acumulan me-
tais en grandes cantidades).

Os metais pesados poden chegar aos me-
dios acuéticos de varias formas (procedentes
da atmésfera, dos rios ou das industrias), de-
rivadas principalmente da actividade humana,
en adicion aos fendmenos naturais (Clark et
al., 1997).

No litoral galego atopouse, en sedimentos
intermareais centrados nas zonas con aglo-
meracions urbanas e industriais, un enrique-
cemento moderado por algins metais: cobal-
to, chumbo, niquel, zinc, cobre e cromo

(Penas, 1992). Os maiores grados de enri-
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quecemento son de cobre, cromo e chumbo,
aparecendo o dato de “considerable” ou “moi
contaminado” no 20-30% dos casos estudia-
dos.

Algas bioindicadoras de contaminacién por

metais pesados
As especies bioindicadoras deben presentar

as seguintes caracteristicas (Ray y Whyte,
1976):

— Ser representativas da localidade, abun-

dantes, faciles de apafiar e de identificar.

— Ter moita tolerancia aos metais pesados

e &s altas concentracions deles.

Non é doado facer unha clasificacion das
algas que poidan ser bioindicadoras dun me-
tal pesado, xa que depende da zona de estu-
dio e do grupo de traballo. En base aos traba-
llos realizados por varios investigadores (Ray
y Whyte, 1976; Clark et al., 1997) relacionan-
se metais pesados con algunhas algas repre-
sentativas no acumulo de metais:

Mercurio: A alga vermella Plumaria elegans;
Cobre e zinc: Algas pardas como Fucus vesi-
culosus en calas de centos de ppm e Ectocar-
pus confervoides que medra nos cascos de
barcos con pintura de cobre. A diatomea
Phaeodactylum sp. medra mais en presencia
de cobre; Chumbo: Phaeodactylum sp. incre-
menta 0 seu crecemento con concentracions
superiores a 0,8 ppm; Prata: pode ser bioacu-
mulada polo fitoplancton e algunhas algas
macroscopicas. Alguns destes exemplos ob-
sérvanse na figura 1.

Noutros casos observaronse algunhas espe-
cies con certa tolerancia a metais pesados

(Ederra, 1994) como se mostra no cadro 2.

2. Contaminacidn por nutrintes e materia
organica

A eutrofizacion pode definirse como o enri-

43



As algas como bioindicadores de contaminacién 44

Fig. 1. De esquerda a dereita Phaeodactylum tricornutum
(Bohlin) Lewin (ICMAN, 2006), Plumaria elegans Schmitz.

(Universidade de Hamburgo, 2006) e Ectocarpus

confervoides Le Jolis (Guiry, 2006)

guecemento de auga por nutrientes inorgani-
cos, especialmente o nitréxeno e o fosforo,
gue dan lugar a un incremento na produccién
primaria (Mason, 2001), ainda que foron mul-
tiples os autores que definiron este termo:
Nixon (en Barker y Richardson, 1996); Heip,
1995; Goldberg,1995; Pelley, 1998; US-EPA,
2001; Cloern (en Aranda, 2004).

En definitiva, a eutrofizacion (Fig. 2) é o pro-
ceso de enriguecemento das augas con nu-
trintes (ligado a contaminacions organicas ou

guimicas), que poden proceder de fontes ur-

Algas Tolerancia a metais
pesados
Phormidium Tolerante a As e sensible
Sb

Oscillatoria, Schizothrix
Zn,sensibles a Cu.

En augas contaminadas por

Navicula, Synedra
curso lento.

En augas ricas en metais de

Nitzschia palea Moi tolerante a Cu.

Chlorella, Scenedesmas Alta resistencia a metais.

Euglena, Chlamydomnas Resistentes a Cd.

Cladophora glomerata Usada como monitor de Zn.

Stigeoclonium,Hormidium, Resistentes a Zn.
Mongeotia,Ulothrix

Lemanea
en metais.

Abunda en rios enriquecidos

Cadro 2. Tolerancia de determinadas algas a metais

pesados segun Ederra (1994)
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banas, como augas residuais domésticas (o
maximo problema son os deterxentes) e des-
feitos e drenaxes industriais; ou fontes rurais,
como a agricultura con uso de fertilizantes
artificiais, manexo do monte, fosas sépticas
sen impermeabilizar, etc., que facilitan a en-
trada dos fertilizantes nos cursos dos rios e a
sUa deposicion tanto en lagoas ou lagos
(augas lénticas), como no mar (augas l6ticas)
(Mason, 2001).

Existen varias clasificacions dos ecosiste-
mas marifios e doceacuicolas propostos por
diversos autores, como Nixon (en Barker y
Richardson, 1996) e Rodhe’s (en Barker y
Richardson, 1996)

A eutrofizacion causa unha serie de efectos
e problemas sobre as fitocomunidades como
0 aumento do fitoplancton, cambios na com-
posiciéon do bentos e, en xeral, diminie a bio-
diversidade. DiminlGe a cantidade de diato-
meas, aumenta a de cloréfitas e chegan a
predominar as ciandfitas debido a sta capaci-
dade captadora de nitroxeno (moitas delas
téxicas) (Ederra 1994, Aranda 2004).

Unha destas consecuencias son os aflora-
mentos de algas (“blooms”), eventos de multi-
plicacion e acumulacion das microalgas que
viven libres nos sistemas acuaticos, o fito-
plancton, e que presentan un incremento sig-
nificativo da biomasa dunha ou dunhas pou-
cas especies, en periodos de horas a dias.
Estes eventos, asociados & eutrofizacion e &s
mareas vermellas, tamén poden acontecer de
maneira natural (Ederra, 1994, de Leon,
2006).

Eutrofizacion en ecosistemas marifios

A contaminacion en ecosistemas marifios, a
través dos aportes nutritivos e de materia or-

ganica, estimula o crecemento dalgunhas
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Fig. 2. Proceso de eutrofizacién (Aranda, 2004).

algas. As primeiras en aparecer son as clor6-
fitas e as ciandfitas, despois son sustituidas
polas fedfitas (Ederra, 1994).

Algunhas das ciandfitas que se poden ato-
par en mares eutrofizados son Lyngbya sp.,
Oscillatoria sp. e Phormidium sp. (Pinedo et
al. 2007). Tamén microalgas como Entero-
morpha crinita, Rhizoclonium sp. e Ulva rigi-
da, xa que son resistentes & contaminacion, e
incluso se ven favorecidas polos aportes de
nitréxeno (Bates et al. en Mulgrew y Williams,
2006) e tamén Enteromorpha intestinalis
(Barbara et al., 1994) dada a capacidade re-
productora e alta tasa de crecemento, polo
gue poden ser consideradas como bioindica-
doras de contaminacion marifia (Ederra,
1994).

As algas verdes, presentan en xeral ciclos
de vida curtos, unha eficaz reproduccion
asexual e unha amplia tolerancia ao nitroxe-
no, polo que a sla bioloxia fainas aptas en

ecosistemas contaminados. Outras algas ver-

des que aparecen en mares eutrofizados son
Caulerpa sp., Chaetomorpha sp., Cladophora
sp. e Codium isthmocladum (Lapointe et al,
2005).

A maioria das algas verdes acostuman a ser
epifitas en zonas contaminadas por aporte de
nitréxeno e xofre (Bates et al. en Mulgrew y
Williams, 2006). A posible desaparicion do
héspede deixara un espacio idéneo para ser
colonizado por cianoficeas ou algas verdes
(Ederra, 1994; Pinedo et al., 2007). Polo tan-
to, as algas verdes epifitas (ou parasitas) po-
den ser consideradas, nestes casos, como
bioindicadoras de eutrofizacién (Brakenhielm
en Mulgrew y Williams, 2006).

As algas vermellas son as mais sensibles &
contaminacion. Son as primeiras en
desaparecer e as que se atopan en menor
proporciébn nas zonas contaminadas. Isto
débese a que precisan, mais que outras
algas, da transparencia na auga para

estimular os pigmentos fotosintéticos.
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Ademais, as células sexuais carecen de
flaxelos e o ciclo bioléxico € moi complexo, o
cal se reflicte nunha maior dificultade a hora
de dispersarse e colonizar outros habitats
(Ederra, 1994).

En canto as algas pardas, non existe un
consenso. Algunhas parecen ser sensibles,
como Fucus vesiculosus, mentras que outras
(Fucus spiralis) parecen non verse afectadas,
ou incluso favorecidas, en zonas

contaminadas (L6pez en Ederra, 1994).

Eutrofizacion en ecosistemas doceacuicolas

A contaminacién en augas doces € mais
complicada de avaliar mediante algas, pois a
gran maioria son microscdpicas e é necesario
ser especialista para identificalas; ademais,
en ecosistemas doceacuicolas danse de
forma natural cambios nas poboacions de
microalgas ao longo do ano, debido a factores
externos & contaminacién (Ederra, 1994).

As diatomeas dominan no inverno e
primavera e son sustituidas no veran por
cloroficeas, e por cianoficeas no outono, pero
tanto cianoficeas, diatomeas como euglenas
chegan a dominar en augas eutréficas e con
materia organica (Vidal en Ederra, 1994).

Pddense citar algins exempros das algas
mais comuns en augas lénticas eutrdficas:

- Clorophyta: Chlorella vulgaris, Cladophora
sp., Scenedesmus quadricauda,
Stigeoclonium tenue (Mason, 2001),
Closterium sp., Mougeotia sp. (Fonturbel et
al., 2006), Cladophora sp., Spirogyra sp.
(Cirujano et al., 2000; Garcia et al., 2003).

- Haptophyta: Chrysochromulina polylepis,
Phaeocystis sp. (Barker y Richardson, 1996)
Prymnesium parvum (Mason, 2001).

- Cyanophya: Chamaesiphon sp. (Mason,

2001), Anabaena sp., Merismopedia
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tenuissima, Microcystis sp., Planktothix
agardhii, Pseudanabaena galeata, Spirulina
abbreviata (Ortega y Rojo, 2000).

- Pyrrophyta: Glenodinium sp., Peridinium
sp. (Mason, 2001), Gymnodinium cf. wawrite,
Katodinium fungiforme, Peridinium
umbonatum (Ortega y Rojo, 2000).

- Bacillariophyta: Asterionella formosa,
Fragillaria crotonensis, Gomphonema
parvulum, Melosita granulata, Nitzschia palea,
Stephanodiscus astraea, Stephanodiscus
niagarae (Mason, 2001).

- Cryptophyta: Cryptomonas phaseolus

(Ortega y Rojo, 2000).

CONCLUSIONS
1.0 uso de algas como indicadores de
contaminacion é moi interesante fronte a
outros tipos de indicadores non biol6xicos,
xa que éstas son mais fiables por formar

Fig. 3. De esquerda a dereita Peridinium umbonatum
Stein (AYMA, 2006), Cryptomonas sp. (Miljolare, 2007) e
Spirogyra sp. (Ruseot, 2006)

parte dun método de medicion directo.

2. O uso de algas tamén presenta al-gunhas
vantaxes fronte & maioria dos
bioindicadores de orixe animal, xa que
estes Ultimos son mais dificiles de atopar e
recoller.

3.A hora de facer un estudio de
contaminacion dunha auga, usando algas
como bioindicadores, hai que ter moi en
conta a ecoloxia da zona. As condicions

ambientais e polo tanto as especies de



algas que ali poden aparecer son propias
de cada ecosistema e a mesma sustancia
contaminante pode estar indicada por
varias especies de algas distintas.

4. As algas poden ser bioindicadoras de
case todas as sustancias contaminantes
cofiecidas, polo que se poden usar en case
todas as ocasions que precisen medir a

presencia ou indice de contaminacion.
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Resumen: Se analizaron y compararon las comunidades de macroinvertebrados benténicos de dos
ecosistemas fluviales con una zona léntica en su cauce. Los dos ecosistemas fueron muestreados
en 2004 y en 2006. No existen diferencias significativas (P<0,05) entre ambos ecosistemas y no
parece que las zonas lénticas ejerzan ningun efecto sobre las comunidades de macroinvertebrados.
Tampoco se observaron diferencias significativas (P<0,05) en la composicién de las comunidades
entre el 2004 y el 2006.

Resumo: Foron analizadas e comparadas as comunidades de macroinvertebrados bentdnicos de
dous ecosistemas fluviais cunha zona léntica no seu cauce. Os dous ecosistemas foron mostreados
no 2004 e no 2006. Non existen diferencias significativas (P<0,05) entre ambolos ecosistemas, polo
que non parece que as zonas lénticas exerzan efecto algin sobre as comunidades de
macroinvertebrados. Tampouco se observaron diferencias significativas (P<0,05) nas comunidades
entre os anos 2004 e 2006.
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INTRODUCCION

Nos ecosistemas fluviais, diversos factores
contriblen a determinala estructura da
comunidade bioléxica: os relacionados coas
caracteristicas da cunca, as caracteristicas
fisico-quimicas do agua e os factores
relativos 0 habitat (Hynes, 1970, Statzner e
Higler, 1985, Garcia de Vicufia et al. 1987),
ademais das interaccidons competitivas entre
especies (Cummins, 1973; Resh et al., 1988;
Modde y Drewes, 1990).

As perturbacions, xunto coa heteroxenidade
espacial, son consideradas como 0s maiores
determifiantes da estructura da comunidade
fluvial (Prat y Ward, 1994; Ward, 1998). Isto,
unido a que os estudios ecoldxicos dunha
comunidade tefilen unha serie de vantaxes
sobre as andlises puramente fisico-quimicas
(Diez Bugallo, 2006) para determinalo estado
dun ecosistema, fai que os animais que viven
nun arroio sexan os meiores indicadores das
slUas caracteristicas e da sua saude xeral
(Centre for Ecology & Hydrology, 2006b).
Concretamente, considérase que o grupo de
organismos mais eficaz para detectar ditas
perturbacions son 0s macroinvertebrados
acuaticos, por presentares unha serie de
vantaxes sobre outros grupos (Diez Bugallo,
2006).

Nos dUltimos anos unha das formas de
perturbacidon que tivo unha maior incidencia
nos ecosistemas fluviais foi a contaminacion
organica (Prat y Ward, 1994), o cal provoca
importantes efectos no ecosistema fluvial,
entre outros, cambios no funcionamento e na
estructura da comunidade bioldéxica
(Hellawell, 1986).

O Campus Universitario de As Lagoas-
Marcosende, pertencente & Universidade de

Vigo, esta atravesado por dous sistemas
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fluviais proximos entre si. Ambos presentan
unha zona léntica no medio do seu cauce, a
cal divide a cada un dos regatos nun tramo
alto (ta; antes da zona léntica) e un tramo
baixo (tb; despois de dita zona). Esta zona
|[éntica poderia actuar como unha pequena
presa, causando unha perturbacion nos
regatos, a semellanza do que acontece coas
presas que alteran a estructura das
comunidades de macrobentos (Tiemann et
al., 2004). O primeiro sistema fluvial (s1)
presenta unha poza artificial colmatada e
cuberta de Typha angustifolia L. Nas marxes
do regato s6 medran especies herbaceas e
algunha arbore dispersa, ainda nova, sen que
se chegue a formar un bosque de ribeira. O
segundo sistema (s2) presenta unha lagoa
moito maior que a anterior, na que se atopan
zonas cunha alta densidade de T. angustifolia
e zonas ausentes de vexetacion. A suUa
vexetacion de ribeira € maior que no s1.

Asimesmo, 6 posible efecto da zona léntica,
podeselle sumar outro elemento de
perturbacién causado polas obras proximas 6
area de estudio durante o 2004, perturbacién
gue afectaria &s comunidades biol6xicas ese
ano, polo cal se poderia ver a evoluciéon da
estructura das comunidades nun periodo de
dous anos (2004 a 2006), e comprobala
existencia ou non de cambios temporais en
ambolos ecosistemas.

Neste traballo, avaliarase o grao de
similitude dos dous regatos mediante a
comparacion das slOas comunidades de
macroinvertebrados. Ademais, analizarase a
va-riacion da estructura da comunidade de
macroinvertebrados dentro de cada un dos
sistemas fluviais antes e despois da zona

léntica, para ver se efectivamente as zonas



Iénticas causan efecto algun. Finalmente, os

macroinvertebrados acuaticos utilizaranse
como bioindicadores para avaliala calidade

das augas destes regatos.

MATERIAL Y METODOS

As mostraxes realizaronse en dous regatos
do Campus Universitario de Vigo,
(Pontevedra, Espafa) na primavera do 2004
e no outono do 2006. En cada un dos
sistemas (sl y s2) mostreouse tanto o tramo
alto (ta) como o baixo (tb), obténdose asi 4
grupos de mostras: s1 ta, sl th, s2 ta, e s2 th.
O numero de mostreos e a sua distribucion 6
longo do tempo especificase na taboa 1.
Durante o 2006, no sistema 2 non se puido
mostrear no tramo alto porque non levaba
auga. Respecto 0 tramo baixo (s2th), s6 se
puido mostrear unha vez no 2006
(27/10/2006), obténdose 12 mostras, xa que
durante o segundo mostreo tamén se atopaba
seco.

Os mostreos realizaronse cunha rede Surber
(boca de 0,109 m2 e apertura de malla de
500um). As mostras recolléronse en puntos
aleatorios 6 longo do cauce de cada tramo.
Rexistrouse o nimero de macroinvertebrados
recollidos en cada mostra e identificaronse a

nivel de orde empregando unha lupa
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binocular, claves e guias de identificacion
taxonomica (Chinery, 2001, Sansoni, 2001,
Tachet et al., 2003, Barrientos, 2004).

Para os andlises empregaronse datos de
presencia / ausencia (1 / 0) e calculouse a
abundancia de cada taxén mediante a sUa
frecuencia de aparicién. As mostras foron
agrupadas por anos e calculouse a media das
abundancias por tramo e ano xunto ca sUa
desviacion tipica.

Para determinala representatividade dos
mostreos realizados, estimouse o tamafio
minimo de mostra, que se estableceu no
maior valor (20 mostreos) no tramo alto do
sistema 1 no 2006.

Como parametros descritores da
comunidade empregouse a riqueza de
especies, a distribucién das abundancias dos
taxons mailo indice de diversidad ecoldxica
de Shannon-Weaver (H’). Estes parametros
compararonse entre sistemas para avalialo
seu grao de similitude; entre tramos para
analizala estructura da comunidade dentro de
cada sistema; e entre anos para examinala
evolucion dos sistemas 6 longo do tempo. O
Coeficiente de similitude de Jac-card (J°) e o
indice de Renkonen () empregaronse para
comparalos sistemas estudiados. A proba

estadistica aplicada foi a proba “T" de

Ano 2004 20006

Data 16/3 33 20/4 total | 27/10 | 10/11 | total
Slta 2 2 2 6 12 9 21
S1tb 2 2 2 6 12 9 21
S2ta 2 2 2 ) 0 0 0
S2tb 2 2 2 0 12 0 12

Téboa 1. Distribucién dos mostreos nos distintos tramos dos dous sistemas fluviais 6 longo do tempo. S1: sistema

1; S2: sistema 2; ta: tramo alto; th: tramo baixo.

51



Estudio das comunidades de macroinvertebrados bentonicos...52

Student bimodal cun 95% de confianza (Zar,
1999). A significacion estadistica

estableceuse en p<0,05.

RESULTADOS
Recolectaronse un total de 17 taxéns di-
ferentes (Anfipodos, Aracnidos, Coledpteros,
Copépodos, Dipteros, Efémeras,
Gasterépodos, Hemipteros, Himendpteros,
Miriapodos, Odonatos, Oligoquetos,
Ostracodos, Planarias, Plecépteros,
Samesugas e TricOpteros). No sistema 1
identificAronse 15 taxdns diferentes
(Anfipodos, Aracnidos, Coledpteros, Dipteros,
Efémeras, Gaster6podos, Hemipteros,
Himenodpteros, Miridpodos, Odonatos,
Oligoquetos, Planarias, Plecoépteros,
Samesugas e Tricopteros) e no sistema 2
identificaronse 10 (Coledpteros, Copépodos,
Dipteros, Efémeras, Gasterdopodos,
Odonatos, Oligoquetos, Ostracodos,

Plecopteros e Samesugas).

Os Anfipodos, Aracnidos, Hemipteros,
Himenopteros, Miriapodos, Planarias e
TricOpteros sO apareceron no sistema 1
mentras cos Copépodos e Ostracodos s6 se
atoparon no sistema 2.

Por outro lado, do 2004 6 2006 apareceron
0s siguientes taxons: Anfipodos, Aracnidos,
HimenoOpteros e Hemipteros, mentras cos
taxéns Copépodos e Ostracodos
desapareceron.

O indice de diversidade de Shannon-Weaver
(S-W), é lixeiramente maior no sistema 1 que
no sistema 2 no 2004, inda que estas
diferencias reducense 6 relativizalos valores
do indice con respecto a diversidade
ecoléxica maxima (Taboa 2). Debido &
composicion do indice, estes resultados
indican cos valores mais altos do sistema 1
se deben principalmente a que a riqueza de
especies é lixeiramente maior que no sistema
2, posto que a equitatividade entre os
distintos taxons é semellante en &ambolos
sistemas (Fig. 1.1y 1.2 da Gréf. 1).

Riqueza de especies | Indice de Shannon-Weaver (H') | Diversidade ecoléxica HB 100 (%)
maxima (B)

2004

sita 8,00 207 220 84.26
Stk 9,00 206 220 9358
52ta 2,00 1,94 208 933
sath 8,00 155 2,08 93,70
2006

5ita 14,00 224 264 8485
sith 12,00 218 2,48 &g.21
s2a

s2th 5,00 1,58 1.79 8874

Téboa 2. Parametros descritores da comunidade de macroinvertebrados dos regatos de estudio (s2ta: ausencia de

datos); s1: sistema fluvial 1; s2: sistema fluvial 2; ta: tramo alto; tb: tramo baixo.
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Gréfica 1. Representacion da estructura da comunidade de macroinvertebrados considerando as suas

frecuencias relativas no: sistema 1 no 2004 (1.1), sistema 2 no 2004 (1.2), sistema 1 no 2006 (1.3) e sistema 2

no 2006 (1.4). ta: tramo alto; tb: tramo baixo.

O Indice de diversidade de S-W tamén é
maior no sistema 1 que no sistema 2 durante
0 2006, inda que neste ano as diferencias son
maiores que no 2004. Si se observan os
valores do indice relativizados ca diversidade
ecoldxica maxima, apréciase que os valores
son maiores no sistema 2 que no 1 (Taboa 1).
Isto indica que a maior diversidade atopada
no sistema 1 se debe & maior riqueza de
especies de dito sistema e non as
abundancias dos taxons, as cales son mais
homoxéneas no sistema 2 que no 1 (Fig. 1.3
y 1.4 da Gréf. 1).

Entre os anos 2004 e 2006 o indice de
diversidade de S-W e a riqueza de especies
aumentaron no sistema 1 e disminuiron no
sistema 2, mentres ca diversidade relativa
disminuiu en ambolos sistemas (Taboa 1). O

aumento do indice e da riqueza de especies,

sistema 1 débese & aparicion de novos
taxdéns no 2006 (Himendpteros, Hemipteros,
Aracnidos, Miriapodos, Anfipodos e
Gaster6podos) que non se atopaban no
sistema 2 nin durante o 2004. Coma a
maioria destes taxons son de baixa
abundancia, provocan que o indice relativo
sexa menor que no 2004 (Fig. 1.1 y 1.3 da
Graf. 1). O descenso do indice de S-W e da
ri-queza de especies no sistema 2 débese 6
descenso no numero de taxons (desaparecen
os Plecopteros, Ostracodos, Copépodos e
Samesugas) e 6 descenso da suUa
equitatividade, polo que tamén provoca unha
disminucién no indice relativo (Fig. 1.2 y 1.4

da Gréf. 1).
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Mediante o indice de Jaccard obsérvase
gue, no 2004, os tramos do sistema 1 son
mais semellantes entre si cos tramos do
sistema 2. Lamentablemente, esta
comparacion non se pode facer para o 2006,
Xa que non existen datos para comparalos
tramos do sistema 2. Con este indice tamén
se pode ver que existen maiores similitudes
dentro dos sistemas que entre ele (Taboa 3).

En canto a evolucion dos sistemas 1 e 2
entre o 2004 e o 2006, é semellante, tanto
nos tramos altos como nos baixos, e o valor
do indice esta préximo a 0,5, o cal é
semellante 6 que se obtén 6 comparalos dous
sistemas (Taboa 2). Isto indica que existe un
grupo de taxons compartido entre &mbolos
sistemas (Coledpteros, Dipteros, Efémeras e
Oligoquetos), o cal se mantén 6 longo de

tddolo periodo de estudio (Fig. 1).

O indice de similitude de Renkonen non deu
resultados significativos nin tendencia
apreciable entre os grupos estudiados debido
a gran variabilidade observada nos resultados
(Taboa 3).

A proba “T” de Student para comparalos
diferentes tramos s6 deu un valor con di-
ferencias significativas (2,094; p<0,05) co-
rrespondente & comparacion entre o0 2004 e o
2006 dos taxons do tramo baixo do sistema 2.
As demais comparacions entre tramos e anos

non deron diferencias significativas (p<0,05).

DISCUSION
A comparacion dos dous sistemas fluviais,
empregando o0s valores do indice de
diversidade y da riqueza de especies, indican
que as comunidades de macroinvertebrados
que habitan nos dous sistemas foron moi

seme-llantes no 2004.

Indice de Jaccard (J°) indice de Renkonen (1) Fmb;;;.:g:;grﬁ L=
2004
sita-s1tb 1.000 0,908 0157
s2ta-22th 0,600 0.674 0,599
s1ta-s2ta 0.550 0,719 0,717
s1tb-s2th 0,550 0,580 0,089
2006
sita-sitb 0,730 0.675 -0.264
s2ta-s2th
sita-s2ia
s1ib-s2th 0.500 0.270 1.271
20042006
sita-s1ta 0,533 0,503 1,280
s1th-51th 0.615 0.646 1,285
s2ta-s2ta
s2tb-s2th 0.556 0,673 2,094

Taboa 3. Valores dos indices de similitude de Jaccard e de Renkonen e da proba T de Student (p<0,05) para as

comparacions entre tramos de cada sistema (ta-tb), entre sistemas (s1-s2) e entre anos (2004-2006). s1: sistema fluvial

1; s2: sistema fluvial 2; ta: tramo alto; tb: tramo baixo. * Diferencia significativa (p<0,05)
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Isto revela que ambolos regatos foron tamén
semellantes en tddalas ou na maioria
daquelas caracteristicas que inflien sobre a
estructura das comunidades bioloxicas: nas
caracteristicas fisico-quimicas do agua, nos
factores relativos 6 habitat, etc. (Hynes, 1970,
Statzner et Higler, 1985, Garcia et al., 1987).
Esta similitude é coincidente co resultado da
prueba T de Student, que non atopou
diferencias significativas entre ambos
sistemas.

Esta situacién parece cambiar no 2006 onde
os indices empregados indican di-ferencias
entre ambolos sistemas. Isto pode ser
causado por unha diferente evolucién de
ambolos sistemas dende o 2004 ata o 2006.
Sen embargo, novamente a prueba T de
Student non atopa diferencias significativas
entre ambolos sistemas, polo que se pode
considerar que, inda que os dous regatos
presentan diferencias na sUa diversidade,
estas non son o suficientemente significativas
como para que se reflexen nunha
comparacion entre ambolos sistemas, polo
gue se consideran semellantes.

A aparicion de novos taxdns no sistema 1
durante o 2006, inda que sexa en baixa
abundancia, pode indicar o inicio da
recuperacion do sistema despois de sufrires
unha perturbacién. Esta podria sela
secuencia das obras realizadas no Campus
ante-riores 6 2004. Neste caso a proba
estadistica non atopa diferencias
significativas entre ambolos anos, inda que o0s
resultados estan mais préximos 6 limite do
intervalo de confianza co resto de valores non
significativos (1,28 y -1,29 6 comparar entre
anos os tramos altos e baixos do sistema 1
respectivamente, con p<0,05 e un valor critico
de + 2,037).
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Por outro lado, o descenso observado no
namero de taxéns do sistema 2 (tramo baixo)
no 2006 podria deberse a outra perturbacion,
acontecida entre o 2004 e o 2006, como por
exemplo a drenaxe da lagoa realizada no
2005. Isto corrobérase ca proba T, que atopa
aqui diferencias significativas, o que indica
gue a evolucién experimentada no tempo polo
sistema 2 foi mais intensa ca do sistema 1.

O indice de Jaccard sinala a existencia dun
grupo de taxdns (Coleopteros, Dipteros,
Efémeras e Oligoquetos) compartidos por
ambolos sistemas, os cales, ademais se
mantefien 6 longo do tempo. Probablemente
sexa a permanencia destes taxéns a que
inflia no feito de que non atopemos
diferencias significativas entre os sistemas.
A constancia destes taxéns pode deberse a
gue sexan grupos tolerantes a amplos rangos
de variacion ambiental, o cal se pode
constatar no tramo baixo do sistema 2 no
2006 (tramo perturbado) onde son
practicamente os Unicos grupos presentes.

A falta de resultados significativos no indice
de Renkonen pode ser causa de que este
considera unha variable mais na comparacion
dos grupos. Deste xeito, este indice, ademais
de ter en conta 0s grupos taxonomicos
presentes, inclie a sla frecuencia relativa.
Isto fae que os seus valores varien muito e
non mostren tendencia algunha 6 comparalos
sistemas entre si, nin tampoco 0s tramos
altos e baixos de cada sistema.

A similitude dos resultados do indice S-W e
da riqueza de especies entre 0s tramos de
cada sistema, indican que os tramos lénticos
(lagoas ou encoros) que separan 0s tramos
mostreados en cada sistema non tefien un

efecto
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significativo sobre a estructura da
comunidade; inda que o Indice de Jaccard
mostra que a diferencia entre os tramos do
sistema 2 (ano 2004) son maiores que no
sistema 1. Isto Ultimo pode deberse é maior
tamafio da lagoa do sistema 2, inda que
novamente a proba estadistica non indica
diferencias significativas 6 comparar ambolos
tramos de cada sistema.

Estes resultados non concordan cos obtidos
noutros estudios sobre o efecto das presas
nas comunidades de macroinvertebrados
(Tiemann et al.,, 2004). En consecuencia,
estas zonas Iénticas non deberian
considerarse como elementos perturbadores
no cauce dos dous sistemas estudiados. Sen
embargo, existen factores dependentes da
metodoloxia de mostreo que poden alteralos
resultados presentados e a slia comparacion
cos estudios previos. En primeiro lugar, inda
gue a toma de mostras en cada tramo se
realizou 6 azar, non se tivo en conta que, por
efecto da corrente, os mostreos rio arriba
interfiren nos mostreos rio abaixo. Polo tanto,
estudios posteriores deberian considerar este
factor e realizalos mostreos dende as zonas
baixas as altas. Por outra parte, non en
tédolos tramos se puido obter o tamafo
minimo de mostra estimado a partires dos
datos deste estudio, o cal afecta
negativamente os resultados. Esta podria
sela razén pola que a prueba estadistica non
indique diferencias significativas.

En canto 6s valores de abundancia, estes
foron calculados a partires de datos
presencia-ausencia, o que reduce a variacion
existente entre as abundancias dos diferentes
taxéns (Broker, 1990).

Para empregalas especies estudiadas como

bioindicadores do nivel da calidade das
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augas, 0 meior seria empregar un indice
bidtico, como el indice B.M.W.P. (Biological
Monitoring Working Party) (Diez Bugallo,
2006). Pero, para o seu calculo terianse que
cofiecelas familias presentes en cada tramo,
e neste estudio s6 se determinou ata o nivel
taxondémico de orde. Inda asi, pddese realizar
unha primeira aproximacion da calidade das
augas destes dous sistemas en base 0s datos
dos que se dispon. Os sistemas non alterados
posten unha riqueza faunistica elevada e
unha representacién equilibrada dos
diferentes grupos taxonémicos, entre 0s que
se poden atopar Plecépteros, Tricopteros e
Efimeras (Diez Bugallo, 2006). Cando os
sistemas son alterados, proddcese un
descenso na riqueza dos taxéns e no
equilibrio da abundancia dos distintos grupos
faunisticos, facendo que uns poucos grupos,
gue toleran a contaminacion organica, sexan
moi abundantes, como Oligoquetos e
Dipteros, mientres que outros grupos
disminden a sua abundancia, como
Plecépteros e Tricopteros, xa que son grupos
moi esixentes ca calidade fisico-quimica do
auga (Centre for Ecology & Hydrology, 2006a;
Armitage et al., 1983).

Asi, e segundo os resultados obtidos,
pédese concluir que a calidade do agua no
2004 ¢é semellante en &mbolos regatos,
quizais algo superior no sistema 1 pola
presencia dos TricOpteros que non aparecen
no sistema 2. No 2006 apréciase unha meiora
na calidade das augas do sistema 1 6
aumentala diversidade de taxdns ca
presencia de Anfipodos, Hemipteros, etc.

Isto é un indicador de que as augas no 2004
contifian algin tipo de contaminacion que
actualmente estase a reducires. En canto 6

sistema 2, no 2006 disminle a cantidade de



taxdns, sendo os Dipteros mailos Oligoquetos
moi abundantes, polo que se reduce a
calidade das augas. Esta disminucién da
calidad no sistema 2 no 2006 pode deberse,
mais que a presencia dalgun contaminante no
sistema, & notoria disminucion do caudal
observada ese ano, reduccion que,
precisamente, impediu levar a cabo parte dos

mostreos nese sistema.
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Resumen: La micropropagacién es una de las aplicaciones mas generalizadas del cultivo in vitro,
en la cual, a partir de un fragmento (explanto) de una planta madre, se obtiene una descendencia
uniforme, con plantas genéticamente idénticas, denominadas clones. En este trabajo se describe de
forma general el proceso de micropropagacion, sus diferentes etapas, sus dificultades, sus ventajas
y las perspectivas de futuro.

Palabras clave: cultivo in vitro, biotecnologia vegetal, propagacion, mejora genética.

Resumo: A micropropagacion é unha das aplicacions mais xeralizadas do cultivo in vitro, na cal, a
partires dun fragmento (explanto) dunha planta nai, obténse unha descendencia uniforme, con
plantas xenéticamente idénticas, denominadas clons. Neste traballo describese de forma xeral o
proceso de micropropagacion, as suas diferentes etapas, as suas dificultades, as sGas vantaxes e
as perspectivas do futuro.

Palabras clave: cultivo in vitro, biotecnoloxia vexetal, propagacién, mellora xenética
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INTRODUCCION

Las plantas superiores pueden propagarse o
reproducirse de forma sexual y/o asexual,
dependiendo de su estado evolutivo. Si se
emplea la propagacién sexual las nuevas
plantas surgen de la fusiébn de gametos pa-
rentales, dando lugar a embriones (semillas)
que representan una nueva combinacion de
genes y por ello diferentes genéticamente de
sus progenitores. Por el contrario, la repro-
duccion asexual implica la formacion de las
nuevas plantas a partir de células somaticas,
y por tanto con idéntica composicién genética,
denominandose clones (Hartman y Kester,
1980), (Fig. 1).

presentan una variacion genética reducido en
comparacion con las especies silvestres de
las que proceden. Esto provoca que sean
mas vulnerables a las enfermedades y limita
su potencial de mejora. La biotecnologia, y
mas concretamente la micropropagacion,
puede ayudar a conseguir una mayor produc-
tividad, ya que permite la obtencion de plan-
tas resistentes a patégenos, como hongos,
virus y artropodos, que atacan a las cose-

chas.

CULTIVO IN VITRO
El concepto original de cultivo de tejidos ve-
getales se ha extendido para abarcar tanto el

cultivo aséptico de tejidos como el de células

. B
|| Tropgmide ™ ek Y Organos, dentro de un grupo de técnicas
| B - . L
Wkpiceiin / W Hmms  Que se fundamentan en varios principios. En-
et .'3_"*-\ Tibbwls~  tre estos principios, los mas importantes son
: : \ L O  la totipotencialidad celular, propuesta por
P ) ]
el \ Haberlandt (1902), “todas las células vegeta-
N les tienen la capacidad de regenerar plantas
i
i ST completas”; y la hipétesis del balance hormo-
Roweiois nal sugerida por Skoog et al. (1975), (Fig. 2).

Las técnicas de cultivo in vitro han contribui-

Fig. 1. Esquema que muestra las diferentes formas de la

reproduccion asexual.

El término clon fue aplicado por primera vez
en 1903 por H. J. Webber para definir a las
plantas que se propagaban vegetativamente.

El codigo oficial de nomenclatura de las plan-

tas cultivadas define clon como “el conjunto

Fig. 2. G. Haberlandt y F. Skoog

genéticamente uniforme de individuos (que

pueden ser de naturaleza quimérica) original-
mente derivados de un solo individuo median-
te propagacion asexual”.

La agricultura actual se basa en el cultivo de

un ndamero muy limitado de especies, que
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do a un mejor entendimiento de los eventos
de la diferenciacion celular y a un mejor apro-
vechamiento de tales eventos en la explota-
cibn mas eficiente de las plantas (Debergh y

Zimmerman, 1991). Asi surgen diferentes



usos de las técnicas de cultivo in vitro:

- Micropropagacion

- Obtencién de plantas libres de virus y pat6-
genos

- Conservacion de germoplasma

- Mejora genética

El término micropropagacion se definié por
primera vez en 1986 como “cualquier proceso
aséptico que comprenda la manipulacion en
las plantas de sus 6rganos, de sus tejidos o
de sus células y que produzcan poblaciones
de plantulas y que permitan el desvio tanto
del proceso sexual normal como de la propa-
gacion vegetativa no aséptica que se practica
convencionalmente”. De una forma mas ge-
nérica se puede definir como la “propagacion
de genotipos seleccionados usando técnicas
de cultivo in vitro”.

Las técnicas de cultivo in vitro que tedrica-
mente se pueden emplear en la micropropa-
gacion se dividen en:

- Micropropagacion axilar: a partir de yemas
axilares se forman directamente vastagos.

- Micropropagacion adventicia: mediante la
formacién de vastagos adventicios y/o de em-
briones sométicos. Este tipo de micropropa-
gacion se puede dividir en:

Directa;: multiplicaciéon a partir de piezas
de tejidos u drganos (explantos) obtenidos
directamente de la planta madre, es decir, en
ausencia de proliferacion de callo (masa celu-
lar sin diferenciacion aparente).

Indirecta: en la que la formacién de ca-
llo es un paso previo al desarrollo de estructu-

ras organizadas: vastagos y/o embriones.

ETAPAS DE LA MICROPROPAGACION.
En la actualidad se sugieren cinco etapas
que se numeran desde la etapa 0 hasta la IV,

en cada una de ellas los objetivos estan per-
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fectamente definidos.
Etapa 0. Seleccién del material vegetal.

En esta fase se incluyen los tratamientos,
preparacion y seleccion de las plantas madre
a partir de las cuales se inicia la micropropa-
gacién, siendo imprescindible comprobar la
identidad (especie, variedad o cultivar) y su
estado de salubridad (libre de patégenos, de-
ficiencias o estrés).

Etapa I. Iniciacion del cultivo.

Una vez seleccionadas las plantas (aquellas
gue posean unas caracteristicas fenotipicas
deseadas) se requiere desinfectar superficial-
mente el material escogido para evitar que en
el medio de cultivo crezcan microorganismos,
principalmente bacterias y hongos, que com-
petirdn ventajosamente con el explanto (Fig.
3).

La seleccion y concentracion de los desin-
fectantes y el tiempo de desinfeccion se de-
terminan inicialmente por las caracteristicas
del explanto; en la practica tienen que ser
establecidas de forma exacta mediante el

método de ensayo y error.
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Fig. 3. Etapa | de la micropropagacion.

Etapa Il. Multiplicacién.

El objetivo de esta fase es inducir la multipli-
cacion de los explantos mediante la formacién
de nuevas estructuras a través de la via elegi-
da (axilar o adventicia, embriogenética, etc.).
En esta fase se producen nuevos brotes o

propagulos que cuando son separados del
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cultivo son capaces de formar una planta, pu-
diendo usarse como el inicio de otro ciclo de
multiplicacion con el fin de aumentar su na-
mero (Fig. 4).
Etapa lll. Induccién y desarrollo de raices
En esta fase se produce la formacién de rai-
ces adventicias. El enraizamiento puede reali-
zarse tanto en condiciones in vitro como ex
vitro. En el primer caso se transfieren los bro-
tes obtenidos en la etapa anterior a un medio

libre de reguladores de crecimiento o que soélo
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Fig. 4. Etapa Il de la micropropagacion.

contenga auxinas. Esta operacion se realiza
en condiciones de esterilidad (en cabina de
flujo). En el segundo caso los brotes se su-
mergen en una solucidn concentrada de auxi-
nas y se transfieren a un sustrato limpio, no
necesariamente estéril, que puede ser una
mezcla de turba con perlita o vermiculita. Los
brotes que se utilicen en el enraizamiento ex
vitro deben ser vigorosos y poseer hojas bien
desarrolladas, ya que las plantas deben reali-
zar la fotosintesis para obtener la energia
necesaria para desarrollarse y formar las rai-
ces.

El enraizamiento ex vitro permite que la fase
de enraizamiento y la fase de aclimatacion se
logren simultaneamente y que raramente se

forme callo en la base alta de los explantos,
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asegurando asi una conexion vascular, conti-
nua entre el vastago y la raiz. En la actualidad
esta técnica permite reducir entre un 35 y
75% los costes totales de la micropropaga-
cion (Kane, 2005), lo que la convierte en alta-
mente deseable para la industria dedicada a
la produccién de plantas.

Etapa IV. Aclimatacion.

Las plantas cultivadas en condiciones in vitro
poseen habitualmente estomas no funciona-
les y cuticulas poco desarrolladas debido a la
alta humedad relativa en el interior del frasco
de cultivo y a la escasa realizacién de la foto-
sintesis. Bajo las condiciones de cultivo in
vitro los explantos son mixotréficos, casi no
fotosintetizan y su necesidad de carbono or-
ganico lo suplen con los azlcares afiadidos al
medio. Por tanto, antes de transferirlas a las
condiciones externas deben sufrir un proceso
de acondicionamiento gradual: proteccion a la
luz y control de la transpiracion estomatica y

cuticular (Fig. 5).

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA MICRO-
PROPAGACION.
Existen diferentes factores que determinan
el éxito en la micropropagacion, los mas im-
portantes son los siguientes:

Planta que dona el explanto.

El estado fisiol6gico de la planta madre influ-
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Fig. 5. Etapa IV de la micropropagacion y transferencia a

?‘r'}i'ﬂriii‘

campo.



ye significativamente en la capacidad morfo-
genética del explanto. Asimismo, se ha obser-
vado que la edad fisiol6gica del explanto tiene
gran influencia en la morfogénesis, cuanto
mas joven y menos diferenciado esté el tejido
gue se va a sembrar, mejor sera la respuesta
in vitro. La posicion relativa de las yemas es
otro factor importante. Se ha observado en
algunas especies que las yemas axilares ob-
tenidas de la parte media del tallo se desarro-
llan mas rapidamente que aquellas obtenidas
de la base o de la porcion apical. Sin embar-
go, en otras especies las yemas apicales son
las Gnicas que producen plantas in vitro.

El explanto.

Generalmente, la seleccién del explanto se
hace teniendo en cuenta el sistema de propa-
gacion de la planta. Asi, si las plantas que se
van a micropropagar se reproducen por semi-
lla, las partes embrionarias son las fuentes
mas comunes de explantos; las semillas pue-
den ser desinfectadas superficialmente y ger-
minar en condiciones de asepsia. Este méto-
do se usa en coniferas y otras especies ma-
derables. En el caso de especies propagadas
vegetativamente, los brotes jovenes y los api-
ces meristematicos son, generalmente, la
fuente de los explantos (Roca y Mroginski,
1991).

Factores fisicos.

La temperatura a la que esta expuesto el
explanto cultivado in vitro afecta a la mayoria
de procesos fisioldgicos y por consiguiente es
un factor fundamental a controlar. En general,
cada especie tiene un intervalo de temperatu-
ras en el que se produce el crecimiento Opti-
mo. Este intervalo puede variar en funcién del
genotipo, del 6rgano del que procede el ex-
planto, del fotoperiodo, etc. La temperatura de

incubacion para la propagacion de la mayoria
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de las familias fluctda entre los 24 y 28°C.

El control de la temperatura no es solamente
importante porque pueda afectar al crecimien-
to del cultivo sino también porque puede ser
un factor que induzca determinados procesos
fisiologicos. Asi, temperaturas bajas (del or-
den de 4-5°C) permiten superar los periodos
de dormicion de algunas lefiosas y la conser-
vacion prolongada de determinados cultivos in
vitro; mientras que una temperatura constante
de 20°C induce la formacién de raices en la
mayoria de coniferas.

La luz es uno de los factores principales que
determinan el desarrollo de los organismos
autotrofos, en ello radica la importancia de
controlar el factor luz en los cultivos in vitro.
Se asume que las necesidades de luz en cul-
tivo in vitro son inferiores de las plantas in
vivo, dado que las plantas in vitro sélo son
parcialmente autétrofas (utilizan como fuente
de carbono los azucares afiadidos al medio,
realizando por tanto una fotosintesis muy re-
ducida).

Medio de cultivo.

El medio de cultivo es la combinacioén sélida
o liquida de nutrientes y agua (Tabla 1, Fig.
6). A menudo se denomina medio basal y
puede ser suplementado con algun regulador
de crecimiento y con otras sustancias. Los
requerimientos nutritivos para un crecimiento
in vitro 6ptimo varian con la especie e incluso
son especificos de acuerdo a la parte de la
planta que se esté cultivando y de la respues-
ta que se desea obtener. Debido a estas ne-
cesidades especificas se han desarrollado
muchas formulaciones diferentes para los
medios de cultivo.

El control del pH inicial del medio y de su
dindmica durante el cultivo tiene una gran

importancia, ya que su valor puede afectar a
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la absorcion de determinados nutrientes por
parte del explanto y puede afectar al pH del
citoplasma, y como consecuencia a la activi-
dad de muchos enzimas.
INCONVENIENTES Y VENTAJAS DE LA
MICROPROPAGACION.

Las desventajas de la micropropagacion son

Sustancias l Macro “ Micro
organicas slemantos
Fe
Zn
lAzncares N B
Aminoacidos P Mn
lALxinas # Cu
Citoquininas Ca M
|Giberelinas Mg Ceo
Acido abeisico S Al
Mo
I

Mezclas de sustancias poco definidas:
Extracto de levadura
Leche de coco
Extracios vegelales
Hidrolizados de caseina
FPeptona Y triptona

Tabla 1. Necesidades nutricionales y hormonales de los

cultivos de érganos y tejidos vegetales.

las mismas que las derivadas de la tecnologia
del cultivo in vitro, de las que se pueden des-
tacar la necesidad de personal especializado,
la construccion y mantenimiento de costosas
instalaciones especializadas, y los cuidados
rigurosos para evitar riesgos de contamina-
cién. A esto se une también la ausencia de
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Fig. 6. Diagrama que muestra la preparacion de un medio de

cultivo a partir de soluciones stock.
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protocolos de micropropagacion universales y
por tanto es necesario definir protocolos para
cada especie y cultivar. Por otro lado, los mi-
crotallos originados del cultivo in vitro pueden
mostrar morfologias o fisiologias extrafias
denominadas con el término “vitrificacion”.

La micropropagacion presenta una serie de
ventajas con respecto a los métodos tradicio-
nales. Se necesita solamente la utilizacion de
explantos de pequefio tamafio para iniciar y
mantener el cultivo; se pueden crear y selec-
cionar nuevas variedades; la técnica permite
una rapida multiplicacién del cultivar seleccio-
nado, con ahorro en tiempo y costes respecto
a los métodos convencionales de macropro-
pagacion. Ademas, la produccion de plantas
es continua a lo largo de todo el afio permi-
tiendo ajustar los factores que influyen en la
regeneracion vegetativa, como los niveles de
nutrientes y de reguladores del crecimiento,
asi como la luz y la temperatura (Krikorian,
1991).

Asimismo, estos métodos de cultivo sirven
como base para la aplicacion de técnicas de
mejora genética con el objetivo de introducir
nuevas caracteristicas que permitan una me-
jor adaptacion a las condiciones de cultivo y/o
aumento de la produccion. En el caso de exis-
tir algan tipo de enfermedad que afecte al cul-
tivo permite también el saneamiento de plan-
tas por la eliminacion de enfermedades, en

particular viricas.

FUTURO Y PERSPECTIVAS DE LA MICRO-
PROPAGACION.

Se estima que la poblacién mundial superara
los ocho mil millones de personas en el afo
2030. En un mundo donde la superficie culti-
vable ha llegado al maximo posible y dénde la

produccion y la distribucién de los alimentos



son un problema universal, se deben mejorar
todas las condiciones relacionadas con la pro-
ductividad de los cultivos (Vega y col., 2004).
El incremento de la poblacién superara el in-
cremento de la produccién agricola; en este
contexto, la mejora a través de la biotecnolo-
gia vegetal es una necesidad. La biotecnolo-
gia, y mas concretamente la micropropaga-
cion, puede ayudar a conseguir una mayor
productividad, permitiendo mejorar en diver-

sos aspectos el rendimiento agricola.
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Resumen: Las Embriéfitas son un grupo monofilético representado por todas las plantas del medio
terrestre, y algunas del medio acuético, cuyo ancestro parece encontrarse entre las caroficeas, un
grupo de algas verdes. La historia inicial de las Embri6fitas implica una divergencia evolutiva muy
temprana y una subsiguiente evolucion paralela entre los dos subgrupos diferenciados, briéfitas y
traquedfitas.

Palabras clave: Filogenia, Arquegonio, Caroficeas, Chlorophyta, Embritfitas, Esporofito.

Resumo: As Embriéfitas son un grupo monofilético representado por todas as plantas do medio
terrestre, e algunhas do medio acuatico, cuxo devanceiro parece atoparse entre as caroficeas, un
grupo de algas verdes. A historia inicial das Embridfitas implica unha diverxencia evolutiva moi
tempera e unha subseguinte evolucién paralela entre os dous subgrupos diferenciados, briéfitas e
traquedfitas.

Palabras clave: Filoxenia, Arquegonio, Caroficeas, Chlorophyta, Embridfitas, Esporofito.
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INTRODUCCION

Dos hechos fundamentales iniciaron la
cadena de eventos que condujo a que las
plantas de tierra firme prosperaran. El primer
hecho fue su colonizacién por descendientes
de plantas acuaticas, algas carofitas. Este
hecho abri6 las puertas de un nuevo mundo,
donde la luz del sol no estaba atenuada por el
paso a través del agua y donde el dioxido de
carbono era abundante. El segundo hecho fue
un cambio crucial en el ciclo vital de las
plantas: la alternancia de generaciones

esporofitica y gametofitica.

ORIGEN DE LA PRIMERA CELULA
VEGETAL Y EVOLUCION DE LAS ALGAS
EUCARIOTAS
Las formas autotroficas procariotas ya se
encontraban entre los primeros
microorganismos existentes. Fue mediante
una endosimbiosis primaria como se originé la
primera célula eucariota. Hay una gran
variedad de eucariotas heter6trofos
unicelulares con mitocondrias. La fusion Unica
de una de estas lineas de desarrollo con una
bacteria fotoautétrofa (cianobacteria) en el
transcurso de una segunda endosimbiosis
primaria provocO la aparicién de la primera
célula vegetal al convertirse los

endocitobiontes en plastidios (Fig. 1).
estas primeras células vegetales proceden
todos los organismos vegetales (Strasburguer
2002).

Estudios moleculares mas recientes han
venido a demostrar que la division
Prochlorophyta es un grupo artificial vy
heterogéneo, en el que cada representante se
ha originado independientemente a partir de
diferentes grupos de Cianobacterias (Judd et

al., 2002) y que la clorofila b se adquiere
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paralelamente en cloroxibacterias y clordfitas.

Las algas eucaritticas son por tanto un grupo
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Fig. 1. Teoria de la Endosimbiosis

polifilético muy heterogéneo

El ndmero de membranas juega un papel
esencial a la hora de comprender el origen de
la diversidad de los plastos. Los plastos de
glaucdfitas, clordfitas y rodéfitas tienen dos
membranas, los de euglendfitas vy
dinoflagelados tienen tres, los de criptdéfitas,
cloraracnidfitas, heterocontofitas y haptoéfitas
tienen cuatro membranas. La variacion en los
plastos algales puede reflejar soluciones
divergentes al problema de las membranas
adquiridas por fagocitosis. La endosimbiosis
primaria estaria relacionada con el origen de
grupos como los glaucdfitas.

Por otra parte resulta interesante estudiar los
diferentes niveles de organizacion. En
general, se ha llegado a admitir que las
formas unicelulares son ancestrales en casi
todos los grupos, lo que ha sido apoyado por
estudios de secuenciacion de rRNA En el
nivel de flagelados unicelulares hay
interesantes variaciones internas, pero resulta

dificil establecer tendencias evolutivas



En el paso de flagelados unicelulares a
colonias pluricelulares con division de
funciones, el caso mejor conocido es el de la
linea volvocina (cloréfitas), donde Volvox
alcanza el punto culminante. En este género
se alcanza la diferenciacion de un polo
anterior y otro posterior en la esfera. En el
denominado nivel de organizacién de tricales,
las células permanecen unidas después de la
division mediante paredes celulares comunes
y plasmodesmos. La tendencia evolutiva
podria ser definida primero sobre el desarrollo
de filamentos celulares y, después, en la
aparicion de estructuras laminares. La
tendencia al desarrollo de talos complejos
desde filamentos sencillos podria producirse a
travées de la aparicion de los talos
heterotricos. Es el caso de Coleochaete. Los
procesos de diversificacion habrian ido
acompafiados de una progresién hacia la
organizacion colonial, cenobial y filamentosa
a lo largo de varias lineas paralelas.

Si las primeras formas fueron, de hecho,
flageladas, la evolucion de una forma se-
dentaria desde una movil traeria como
consecuencia un excedente de energia que
podria ser utilizado para el crecimiento y la
reproduccién. Esta mayor capacidad
reproductora proporcionaria la opcién para
establecer una linea evolutiva de organismos
sedentarios. En la pérdida del movimiento
libre, los estadios inmoéviles comienzan como
parte de un ciclo adaptativo para enfrentarse
a condiciones pasajeras de desecacion del
biotopo. En el Orden Chlorococcales
(clordfitos) se encuentran células que son
inmoviles, permanentemente o durante la
mayor parte de su progreso. En formas que
viven en aguas dindmicas, la reproduccion

isbgama parece ser una estrategia
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extraordinariamente derrochadora y se
comprenden las ventajas de que uno de los
gametos permanezca relativamente quieto,
especialmente si segrega feromonas qui-
miotacticas que causan la aproximacion de
los gametos méviles. Mas aun, un zigoto que
comienza su vida con una reserva copiosa
tiene una mayor probabilidad de
supervivencia. El incremento de tamafo, sin
embargo, limita la movilidad, por lo tanto,
también es una ventaja el que el gameto
masculino permanezca pequefio y movil
mientras el femenino pierda su motilidad y se
especialice en el almacenamiento de
sustancia de reserva. Asi la isogamia abre
paso a la oogamia. Un zigoto inmovil puede,
por otro lado, resultar desventajoso si se
posiciona de una forma desfavorable para la
planta. Esto es compensado por algas, como
Coleochaete, donde el zigoto germina
mientras esta todavia embutido dentro del
gametdfito, avanzando en cierto modo una
caracteristica de las arquegoniadas (Fig. 2)

De esta manera podemos decir que se

Gamato He
mastuling [l

Cirlula con

parndes

eonvolutas
-

Fig. 2. Arquegonio.

pueden trazar tendencias evolutivas en algas

desde los organismos mas simples vy

69



Relaciones filogenéticas entre algas y plantas vasculares 70

fototroficos con organizacion unicelular hasta
la organizacibn parenquimatica, desde la
Isogamia hasta la Oogamia y desde los ciclos
mas simples a los mas elaborados. En su
limite superior, la complejidad estructural y
reproductora de un alga se aproxima a la de
una planta terrestre. Considerando solamente
el nivel de organizacion, la transicién desde
un alga compleja como Laminaria hasta una
arquegoniada o incluso una angiosperma
terrestre resulta bastante pequefia si se
compara con la evolucién interna que han
experimentado las algas desde un unicelular

flagelado.

ORIGEN Y EVOLUCION DE LAS PLANTAS
TERRESTRES: COLONIZACION DEL
MEDIO TERRESTRE
Planta terrestre es aquel organismo euca-
riota fotosintético que puede sobrevivir y
reproducirse sexualmente sobre la tierra. En
sentido estricto son Embriéfitas y son un
grupo monofilético. Se agrupan en Embriéfitas
no vasculares (Bri6fitas): musgos, hepaticas y
anterozotas, y en Plantas Vasculares
(Traquedfitos): helechos, equisetos,
licopodios, gimnospermas y angiospermas.
Todos los grupos de Embridfitas modernos
comparten dos caracteristicas esenciales del
ciclo vital: una alternancia diplo-haplonte
multicelular y la retencién del zigoto y de su
embrion dentro de una estructura llamada
arquegonio (Carrion, 2003). Asi la ge-
neraciéon gametofitica de cada embridfito
retiene sus embriones dentro de los
arquegonios. [Esta estructura aunque
superficialmente tiene una apariencia simple,
es un producto reproductor muy sofisticado.
En el existen unas células del vientre que son

fisiologicamente activas y transportan
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azucares desde el gametofito al zigoto o
embrién, las células de transferencia tienen
paredes muy ramificadas que incrementan
enormemente la superficie a través de la cual
pasan los nutrientes y las células estériles del
arquegonio funcionan de modo andalogo a las
células placentarias de los mamiferos (Fig. 2).
La vida al aire libre, no en el agua, implicé la
evolucidn de los tejidos vasculares, los cuales
proporcionan conductos de escasa resistencia
al flujo de nutrientes y agua. El salto evolutivo
gue aqui vamos a tratar es aquel que se
enfrenta a la resistencia y tolerancia a la
desecacion, esto implica el recubrimiento de
las superficies externas con una cubierta
impermeable, la cuticula. Pero
desgraciadamente la cuticula no es solo
impermeable al agua sino también al oxigeno
y al dioxido de carbono. Las plantas han
solucionado este problema por medio de los
estomas y las células guarda pero aun asi la
transpiracion implica necesariamente pérdida
de agua. Este avance evolutivo se encontrd
también asistido por la creacion de tejidos
laberinticos que proporcionan un medio de
transporte de gases a través de un medio
hidratado y también la aparicion de
esporopoleina en la cubierta de las esporas
para resistir dicha desecacion. La
invaginacion topolégica de las areas
superficiales externas hacia el interior es un
proceso general en seres aéreos, desde los
alvéolos pulmonares hasta los aerénquimas
de plantas terrestres (Carrién, 2003).
Las Clordéfitas son el grupo de algas que
mayores cambios sistematicos han
experimentado durante los Ultimos afios.
Todos los datos actuales confluyen en
presentar a las cloréfitas en dos linajes

principales, ambos con formas multicelulares



(Carrion 2003). Uno de estos linajes o clados
estaria constituido por las caroficeas, el otro
incluiria las ulvoficeas, trebouxoficeas vy
cloroficeas. De todas las especies de algas
conocidas solo unas cuantas asignadas al
orden Coleochaetales (dentro de la familia
caroficeas) comparten la mayoria de
caracteristicas biologicas con las 250.000
especies de Embridfitas vivientes. Este grupo
tiene ovocélulas grandes e inmoviles, asi que
esta claro que el ancestro de las Embriéfitas
fue o6gamo. El genero Coleochaete presenta
gametos femeninos similares a los de
Embridfitas. Asi, el ancestro comdn de las
Embridfitas y de Coleochaete tuvo la habilidad
de producir un paquete de células estériles
alrededor de los zigotos y estas células
funcionaron de un modo analogo a las células
del vientre del arquegonio (Carrion vy
Cabezudo 2003) (Fig. 2). EI registro fosil
apoya la idea de que las algas verdes vivieron
primero en el mar y luego colonizaron las
aguas mas continentales y someras. Resulta
muy interesante que en las algas marinas sea
general la produccién de zigotos con paredes
muy delgadas. Como estos organismos vivian
en am-bientes con abundancia de agua, la
formacién de zigotos con paredes gruesas
seria de poca utilidad. Sin embargo, su
aparicién en algas de agua dulce tendria una
gran ventaja selectiva puesto que el ambiente
acudtico podria ser mas o menos temporal y
es concebible la necesidad de supervivencia
temporal al aire libre. Tiene cierto sentido
presumir, por tanto, que los ancestros de las
plantas terrestres eran dulceacuicolas y ya se
habian adaptado a un ambiente
temporalmente desecante.

Las caroficeas, como hemos mencionado

anteriormente, poseen muchos atributos que

Rebigo 3, 2008

podrian haber sido preadaptativos para la
vida terrestre como son: divisiones celulares
asimétricas de conformacién espiralada (en
cierto modo como las divisiones
citogenéticas), células de transferencia
similares a las de placentas de Embritfitas,
compuestos quimicos de resistencia en
paredes de células vegetativas, propagulos
tolerantes a la desecacion, etc. (Carridn,
2003). Los ambientes impredecibles o
susceptibles de sufrir desecacion, resultarian
idoneos para promover presiones de
seleccion que llevaran a la terrestrializacion
en algas acuaticas. Ademas las caroficeas se
caracterizan por presentar estructuras
multiestratificadas, mitosis abiertas, huso
mitético persistente, superéxido dismutasa de
Cu y Zn, aldolasas de la clase | y una
glicolato-oxidasa contenida en peroxisomas
que estructuralmente recuerdan a los de las
plantas terrestres. El orden Coleochaetales v,
mas particularmente, el género Coleochaete,
ha sido sometido a una intensa investigacion
bioquimica y citoldgica, por su afinidad con
las embridfitas. Existen analisis moleculares
qgue confirman que los 6rdenes Charales y
Coleochaetales estarian mas cercanos a las
plantas terrestres que al resto de los cloréfitas
(Strasburguer 2002).

A pesar de estas semejanzas con las
embridfitas los coleochaetales carecen de dos
cosas muy importantes: el arquegonio y una
fase diploide multicelular en su ciclo vital.
Podemos suponer una secuencia hipotética
de eventos evolutivos en la cual se partiria de
un organismo como Coleochaete, el cual vivia
en masas someras de agua dulce o en
microhabitats himedos.

Este individuo debi6 tener ovocélulas

grandes e inmdviles protegidas por células
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corticales, las cuales habrian reducido la
probabilidad del ataque microbiano y la
desecacion del zigoto.

Asumiremos que este organismo ya tenia
algun tipo de transporte activo para los
azUcares porque es lo que ocurre en la ma-
yoria de las algas verdes (Van den Hoek et
al.1999). El siguiente paso en la secuencia
seria la existencia de un individuo con
verdadero arquegonio, capaz de transportar
nutrientes, asi la ovocélula seria protegida y
alimentada incluso antes de su fecundacion.
A continuacion se produciria una evolucién
hacia la meiosis zigobtica retrasada, la cual
sucederia en una fase diploide multicelular en
el ciclo vital. Las ventajas de esta innovacion
es que se amplifica el beneficio reproductor
de cada fecundacién, ya que una mitosis
previa a la meiosis dar4 un mayor nadmero de
células que sufran meiosis, equiparables por
tanto funcionalmente a la ovocélula.

Asi aunque la fecundacion fuera dificil, solo
con que sucediese unas cuantas veces,
tendriamos material para la siguiente ge-
neracion poblacional. En dltimo lugar se daria

la evolucion de wun esporofito diploide

Fig. 3. Hipotesis: Aparicion del arquegonio y de la

fase diploide multicelular.
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multicelular compuesto de células somaticas y
reproductoras. Mediante el crecimiento de
estas células somaéticas se conseguiria elevar
la porcion reproductora de este esporofito,
faciltando y haciendo mas efectiva la
dispersion a larga distancia de las esporas
(Fig. 3).

Como hemos mencionado, la mayor parte de
las hipotesis filogenéticas actuales apoyan la
monofilesis de las plantas terrestres a partir
de un grupo de algas verdes préoximas a
caroficeas. Asi que parece que el ciclo de
vida de las plantas terrestres surgié por un
retraso de la meiosis en formas sin
alternancia de generaciones. Esto apoyaria la
llamada teoria antitética la cual postula que
las Embriéfitas habrian derivado de un
antecesor con ciclo haplonte en el que el
esporofito vendria a ser una generacion
nueva multicelular que se intercalaria entre
dos gametofitos. Alternativamente, estad la
teoria homologa o de la transformacion, que
apoya que las Embridfitas derivaron de
especies que ya presentaban alternancia de
generaciones isomorficas, de manera que el
esporofito se habria convertido en la fase
dominante. Sin embargo, entre las algas
verdes solo existe alternancia isomoérfica en
ulvoficeas; el resto, incluyendo caroficeas,
presentan ciclo haplonte en el que el zigoto
sufre la meiosis (Carrién 2003). Por este
motivo es la teoria antitética o de la

interpolacién la mas apoyada actualmente
(Fig. 4).

POSICION EVOLUTIVA DE LAS
BRIOFITAS
Las Embridfitas se pueden subdividir en dos

grupos: las Bridfitas, que son las Embriéfitas

no vasculares y que incluyen  musgos,



TEORIA DE LA

TRANSFORMACION
(HOMOLOGA)

Fig. 4. Teoria Homdloga y Antitética

hepaticas y antocerotas, donde predomina
el gametofito y las cormdfitas o traquedfitos,
donde es el esporofito el que alcanza un
mayor grado de complejidad y que incluyen
helechos, equisetos, licopodios,
gimnospermas y angiospermas. Asi
deducimos que las Embridfitas exploraron dos
posibles rutas evolutivas mutuamente
exclusivas que parten del ancestro algal
descrito anteriormente. La historia inicial de
las Embridfitas implica pues una divergencia
evolutiva muy temprana y una subsiguiente
evolucién paralela entre los dos grupos de
Embriéfitas, que compartieron un ancestro no
vascular y arquegoniado con un ciclo
alternante entre dos generaciones muy
similares, ambas multicelulares (Carrion
2003).

Las briofitas son plantas terrestres, en
general de pequefio tamafio, que
secundariamente han colonizado el medio
acuatico, pero ninguna es estrictamente
marina. Abundan en lugares himedos Yy
sombrios, pero hay especies xerdfilas que
pueden crecer sobre medios estacionalmente
secos Yy algunas incluso en los desiertos. En
estos casos, ligados a periodos estacionales
hamedos o a humedades atmosféricas altas.
En cualquier caso, su ciclo reproductor
implica necesariamente una fase acuosa. A

diferencia de las plantas vasculares, las
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briofitas no presentan tejido conductor
comparable al xilema o al floema
caracteristico de aquellas. Algunos carecen
totalmente de células conductoras, absorben
agua y nutrientes directamente por toda la
superficie de la planta y la circulacion se
realiza por conduccién externa capilar; unos
pocos poseen, ademas un sistema conductor
diferenciado (Izco 1998).

Las funciones reproductoras del gametofito,
fase dominante en briofitas, pasan por la
producciébn de gametos, asegurar la
fecundacion de ovocélulas y mantener, al
menos durante un tiempo, al esporofito en
desarrollo. Estas funciones requieren acceso
continuo al agua liquida (lzco et al. 1998). Por
esta razon los gametofitos de vida libre
tienden a ser cortos, postrados y adosados al
sustrato, de manera que se reduzca la
distancia que ha de recorrer el gameto
masculino hasta la ovocélula, minimizando asi
las perdidas aguas. Por este motivo no se
puede favorecer el crecimiento indiscriminado
del gametofito hacia arriba, pero si en la
horizontal. Este hecho es el que determina las
diferentes morfologias que pueden tener los
briofitas.

En contraste con el esporoéfito,
morfolégicamente mas conservador, el
gametdfito briofitico muestra una cierta
esquizofrenia morfolégica, la cual puede estar
relacionada con el hecho de que se trata de la
generacion de vida mas larga y, por tanto, la
que tiene la responsabilidad primaria del
crecimiento vegetativo y la supervivencia, afio
tras afio en algunos casos. Quiza el caracter
conservativo de la morfologia esporofitica de
briéfitas sea mas la consecuencia de una
presién de seleccién intensa sobre el papel

reproductor que sobre su funcion vegetativa.
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La antigua division Bryophyta no tiene
sentido a la luz de los andlisis cladisticos y
filogenéticos recientes (Izco et al. 1998).
Actualmente se suelen proponer tres grupos
bien definidos: Antocerotas, Hepaticas y
Musgos. La mayoria de los cladogramas
sugieren la separacion basal de antocerotas,
basandose en los siguientes caracteres (Judd
et al.2002): presencia de un Unico cloroplasto
central con pirenoide, meristemos intercalares
en esporofito, estomas tanto en gametofito
como en esporofito, citologia de la emision de
mucilagos, simetria bilateral del esporofito,
esporangios con dos lineas de dehiscencia,
espermatozoides de simetria bilateral,
ndameros cromosOmicos bajos y ausencia de
apéndices externos como filidios, escamas,
papilas...

Los cladogramas también muestran que las
hepéaticas y los musgos podrian haber
evolucionado paralelamente o a partir de un
ancestro comun, como viene sugerido por:
ultraestructura de los gametos masculinos,
similitud entre gametangios, capacidad del
gametofito para desarrollar filidios en tres
filas, gametofitos de configuracion triradial,
esporofito de simetria radial y no ramificada,
anatomia axial similar, protonema filamentoso
y ramificado, presencia de muchos
cloroplastos por célula, divisién primaria del
zigoto, comUnmente transversal.

Aunque algunos estudios cladisticos
sugieren que las briéfitas son un grupo
monofilético, la mayoria concluyen en su
parafilesis y en que los musgos aisladamente,
0 con las hepéticas, comparten un ancestro
comin con las traquedfitas, siendo los
antocerotas el grupo mas basal, mientras que
los musgos y las hepaticas formarian un

grupo hermano de los traquedfitos. En otras
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palabras, las briéfitas serian un nivel de
organizacion aparte, pero no necesariamente

un clado (Fig. 5).

titud relativa
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Fig. 5.

ENCUADRE TEMPORAL Y ECOLOGICO
El registro fosil indica que las plantas
terrestres evolucionaron posiblemente cerca
del Ordovicico y seguro que no antes del
Siltrico (Carrion 20003). Ya en el Ordovicico
aparecen paredes de esporopoleina, lo que
sugiere la existencia de plantas con células
reproductoras con cierta resistencia a la
exposicion al aire. Asi que actualmente hay
pocas dudas de que las primeras plantas
terrestres evolucionaron durante el Sildrico
inicial y de que las plantas vasculares habian
ya evolucionado a finales del Silarico.

Respecto al contexto paleoecolégico, se han
elaborado diversas hipotesis que hacen
intervenir como factores criticos la
edafizacién, creacién de ambientes litorales
estables, reorganizacion de placas,
glaciaciones y, sobre todo cambios en los

niveles de dioxido de carbono.



CONCLUSIONES

Los cambios medioambientales que han
tenido lugar a lo largo de la historia de la tierra
han dirigido la evolucion de todos los seres
vivos. En un determinado momento de la
historia vegetal tuvo lugar el paso evolutivo
gue permiti6 la colonizacion del medio
terrestre. Fueron organismos vegetales los
que dieron este primer gran paso. En esta
evolucién tuvieron que existir primero unas
adaptaciones para que los individuos
pudiesen sobrevivir ante nuevos factores
como la desecaciobn y las altas
concentraciones de dioxido de carbono y de
forma paralela una serie de adaptaciones
para que dichos individuos pudieran
reproducirse y asegurar asi su continuidad.
Las primeras estdn mayormente
representadas por la apariciéon de la cuticula y
la esporopoleina, contra la desecacion y los
estomas para permitir la transpiracién. Pero
los cambios més transcendentes no fueron
solo éstos: la isogamia abri6 paso a la
oogamia, determinando asi el comienzo del
desarrollo de las estrategias esencialmente
femenina y masculina en el medio terrestre y
desarrollando para ello estructuras complejas
como el arquegonio, que en cierto modo
predijo el camino a seguir por otras lineas
evolutivas bien distintas, como la de los
mamiferos. Y otro hecho de enorme
importancia fue la introduccion en el ciclo de
vida de una fase diploide multicelular: el
esporofito. Asi los individuos se van haciendo
cada vez méas complejos conforme se ejercen
sobre ellos distintas presiones selectivas.

A pesar de que existen diferentes grupos de
algas pluricelulares fue a partir de las
clorofitas de donde surge el ancestro de las

Embriéfitas. Desde el comienzo de la historia
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de este grupo se toman todos los caminos
evolutivos posibles con respecto al desarrollo
de su ciclo y esto es visible hoy dia en los
diferentes subgrupos que existen dentro de
las plantas terrestres. Son las briofitas al
decantarse por el dominio de la fase
gametofitica, los que tienen una dependencia
del medio acuédtico mayor dentro de las
plantas terrestres, lo que determina que no
puedan alcanzar un crecimiento vertical tal y
como lo hacen las traquedfitas. Estas por el
contrario, se hacen mas independientes del
medio acuético al decantarse por el mayor
desarrollo de su esporofito.

Como reflexién personal y basandonos en las
condiciones de sequia que se estan dando en
la Ultima década y en las previsiones
existentes que se apoyan en los fenémenos
del cambio global se podria llegar a pensar
que son las briofitas el grupo de plantas
terrestres que mayores riesgos tendran en
regiones como la nuestra, puesto que las
condiciones de humedad necesarias para su
desarrollo estan en peligro en muchas zonas
en las que no hace mucho eran frecuentes.
Las traquedfitas con el aumento de
temperatura y dioxido de carbono en un
principio podrian experimentar un mayor
desarrollo, pero esto va a ir unido a una
pérdida de calidad de sus tejidos debido a un
desequilibrio en la concentracion de carbono
con respecto a los otros nutrientes, este
ultimo hecho esta descrito por Vitousek
(1994), entre otros.
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INTRODUCCION

La realizacion de un herbario era una activi-
dad voluntaria de la asignatura Boténica II,
del 1er curso de la Licenciatura de Biologia.

Su elaboracién es un proceso largo y labo-
rioso. Primero se ha de salir al campo debida-
mente equipado. Son fundamentales una na-
vaja, bolsas para transportar el material reco-
gido y cuaderno y lapiz para tomar notas. La
preparacion para el secado de los ejemplares
recolectados no debe demorarse mas de un
dia después de la recogida, si no, se secany
luego resulta dificil estirarlos adecuadamente
en los pliegos de papel.

El secado se realiz6 por presion, puesto que
las plantas incluidas en el herbario eran plan-
tas vasculares (cormdfitos). Este proceso re-

quiere de un seguimiento diario al menos du-
rante la primera semana (cambiar los papeles
hdmedos) y depende mucho de la cantidad
de agua que presente la planta, tanto por ser
carnosa como por ser recolectada en zonas o
periodos himedos.

Una vez que se ha secado por completo, se
introducen las plantas en los pliegos definiti-
VOSs con su correspondiente etiqueta: género y
especie, localidad, habitat, fecha, legit
(nombre de quien recolecta la planta) y deter-
minavit (de quien la identifica).

En este caso cada pliego se acompafio de
una breve descripcion de la planta y de una
fotografia en estado fresco.

A continuacion se presenta una pequefia

muestra de este herbario:

Divisién: Magnoliophyta

Orden: Asparagales
Familia: Amarillydaceae

Especie: Narcissus pseudonarcissus L.

Este “narciso trompetero” fue recogido en Turienzo Castafiero (Ledn) en jardin, himedo, fértil y

con buen drenaje.
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Divisién: Magnoliophyta
Orden: Aquifoliales
Familia: Aquifoliaceae

Especie: llex aquifolium L.

Rama de acebo recolectada por M2 Angeles Diez Alonso en Bembibre (Ledn), en jardin, en

zona semisombria, al lado de una tapia

G Trone Guimesz

Divisién: Magnoliophyta
Orden: Fagales
Familia: Betulaceae

Especie: Corylus avellana L.

Ejemplar cultivado, en Turienzo Castafiero, Ledn, en terreno profundo y fresco. El “avellano”

del que procede esta rama se encuentra aislado de otros de su especie.
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Divisién: Pterydophyta
Orden: Polypodiales
Familia: Blechnaceae

Especie: Blechnum spicant (L.) Roth.

Este helecho fue recolectado en Turienzo Castafiero (Leén), en sotobosque sombrio, bastante

hdmedo, en una zona que eventualmente se encharca.

Divisién: Magnoliophyta

Orden: Asterales
Familia: Asteraceae (Compositae)

Especie: Bellis perennis L.

Igualmente, en Turienzo Castafiero (Ledn), esta “margarita de los prados” o “bellorita” fue

recogida en un prado de siega, regado con frecuencia y situado en un lugar bastante fresco.
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© Trene®: D.

Divisién: Magnoliophyta
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae (Compositae)

Especie: Coleostephus myconis (L.) Reich.

La “giralda”, “pampullo” o “herba brava”, fue recogida a las orillas del embalse de Zaméns (Vigo,

Pontevedra), junto a un pequefio prado, en zona himeda, poco soleada.

Divisién: Magnoliophyta

Orden: Asterales
Familia: Asteraceae (Compositae)

Especie: Senecio jacobea L.

Esta “hierba de Santiago” o “hierba cana” fue recogida por Luis Cabezas Lefler, en Villarrin de
Campos (Zamora), en terreno removido de secano (estepa cerealifera).
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Divisién: Magnoliophyta
Orden: Brassicales
Familia: Brassicaceae (Cruciferae)

Especie: Raphanus raphanistrum L.

Recogido por Emilio de la Calzada Lorenzo, este “rabizén” o “rabano silvestre”, en Villarrin de
Campos (Zamora), se encontraba entre la maleza, en borde de camino, al lado de una estepa
cerealifera de secano.

Divisién: Magnoliophyta

Orden: Liliales
Familia: Liliaceae

Especie: Romulea bulbocodium S. et M.

Conocida como “pimpirigallo”, fue recogida en un prado de siega, regado con frecuencia y
situado en lugar bastante fresco, en Turienzo Castafiero (Le6n)
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Divisién: Magnoliophyta
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae (Leguminosae)

Especie: Acacia dealbata Link.

Esta rama de “mimosa” fue recogida de un ejemplar que se encontraba en un erial de
secano, bastante soleado, en Turienzo Castafiero (Ledn).

[WLLEUETRLHTTIT R ]

Divisién: Magnoliophyta

Orden: Fabales
Familia: Fabaceae (Leguminosae)

Especie: Ulex europaeus L.

Este “tojo” fue recogido por Alvaro Gutiérrez Palacio, en Villaverde de los Cestos (Leon),
en terreno bien soleado, de suelo pobre y asociado a otros matorrales.
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Pese a lo laborioso de la elaboracién, hacer el
herbario me resulté una actividad plenamente
gratificante, dado que me ha puesto en
contacto directo con la naturaleza, me ha
ofrecido la posibilidad de recorrer las montafias
bercianas y algunos parajes cercanos a nuestra
universidad, con calma vy tranquilidad, vy
ademas, me ha obligado a observar las di-
ferentes plantas que podia encontrarme en

cada una de las zonas.

En la recogida de las plantas me han
ayudado diversas personas (mis padres, mis
profesores de Bachillerato...), por lo que, para
reconocer su tarea y su colaboracion, he
seleccionado una de las plantas que re-
cogieron cada uno de ellos para mostrarlas en
este articulo. Ademas, he elegido al menos
una planta de cada zona en la que realicé la
recogida, predominando las de la region del
Bierzo puesto que es mi lugar de origen y
doénde he realizado la mayor parte de las

recolecciones.
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INTRODUCCION

Desde el curso académico 2006-2007 se les
viene solicitando a los alumnos que cursan 1°
de Biologia un album fotogréafico como activi-
dad obligatoria dentro de la guia docente de
la asignatura de Zoologia. La idea de partida
de esta actividad surgié para completar la
formacion adquirida durante las clases practi-
cas y como alternativa a la tradicional colec-
cién que suponia, en muchas ocasiones, una
recoleccion indiscriminada de material con el
consiguiente efecto negativo para el medio
ambiente. En la actualidad la disponibilidad de
sistemas de adquisicion de imagenes digitales
es enorme y al alcance de todos los estudian-
tes por lo que no supone un esfuerzo econé-

mico para ellos. Pero, ademads, este tipo de

actividades promueve que el alumno entre en
contacto directo con el medio natural, los sec-
tores productivos, los museos y zooldgicos y
se favorezca el desarrollo de su capacidad de
observacion. De todos los albumes presenta-
dos por los alumnos, se han seleccionado
algunas fotografias donde se incluye, en cada
una de ellas, una pequefia ficha con los distin-
tos taxones a los que pertenece la especie, el
lugar de recoleccién y el nombre del autor.

[

Mejillon

Filo: Mollusca
Clase: Bivalvia
Subclase: Lamellibranchia

Superorden: Filibranchia

Foto realizada en un supermercado

Autor: Daniel Alonso Mufioz

86

Orden: Mytiloida
Familia: Mytilidae
Género: Mytilus

Especie: Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819
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Delfin mular

Filo: Chordata Orden: Cetacea

Subfilo: Vertebrata Suborden: Odontoceti

Clase: Mammalia Familia: Delphinidae

Subclase: Theria Género: Tursiops

Infraclase: Eutheria Especie: Tursiops truncatus (Montagu, 1821)

Foto realizada en el Oceanogréfico de Valencia

Autora: Tania Ballesteros Otero

Quilopodo

Filo: Arthropoda

Subfilo: Myriapoda

Clase: Chilopoda

Foto realizada en el Campus de Vigo
Autora: Lua Cerdeira Torres
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Lamprea

Filo: Chordata Familia: Petromyzontidae
Subfilo: Vertebrata Género: Petromyzon
Clase: Cephalaspidomorpha Especie: Petromyzon marinus Linnaeus, 1758

Orden: Petromyzontiformes

Foto realizada en el Acuario de La Corufia

Autor: Sabas Fernandez Filgueira

Filo: Arthropoda Superorden: Thoracica

Subfilo: Crustacea Orden: Pedunculata

Clase: Maxillopoda Familia: Scalpellidae

Subclase: Thecostraca Género: Pollicipes

Infraclase: Cirripedia Especie: Pollicipes pollicipes (Gmelin, 1789)

Foto realizada en la lonja de Cangas do Morrazo
Autor: Borja Lagoa Costa
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Calamar

Filo: Mollusca Familia: Loliginidae
Clase: Cephalopoda Género: Loligo Lamarck, 1798
Subclase: Coleoidea Especie: Loligo sp.

Orden: Teuthoida

Foto realizada en un supermercado

Autora: Melodie Maceira Campos

Zapatero

Filo: Arthropoda Orden: Hemiptera
Subfilo: Hexapoda Suborden: Heteroptera
Clase: Insecta Infraorden: Gerromorpha
Subclase: Pterygota Superfamilia: Gerroidea
Infraclase: Neoptera Familia: Gerridae

Foto realizada en el campo
Autora: Guadalupe Rodriguez Fontan
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Caracol

Filo: Mollusca Familia: Helicidae

Clase: Gastropoda

Género: Helix

Subclase: Pulmonata Especie: Helix aspersa Muller, 1774

Orden: Stylommatophora

Foto realizada en una finca en Tomifio

Autora; Lucia PatifioAlvarez

90

Ciervo volante

Filo: Arthropoda

Subfilo: Hexapoda
Clase: Insecta
Subclase: Pterygota
Infraclase: Neoptera

Foto realizada en Nerga
Autor: Uxia Villanueva Gonzélez

Orden: Coleoptera

Familia: Lucanidae

Género: Lucanus

Especie: Lucanus cervus



Filo: Chordata

Subfilo: Vertebrata
Clase: Mammalia
Subclase: Theria
Infraclase: Eutheria

Foto realizada en el Zoo de Vigo

Autora: Cristina Navas Reina

Orden: Carnivora
Familia: Felidae
Género: Lynx

Especie: Lynx lynx (Linnaeus, 1758)
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