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Resumen

Se cita por primera vez la presencia del alga clorofita Ulva torta
(Mertens) Trevisan 1842 en la provincia de Cddiz, sur de Espafia. La
especie fue encontrada durante el otofio de 2020 en zonas
intermareales de fondos blandos en esteros de la salina de La
Esperanza en el término municipal de Puerto Real. La identificacion de
la especie se realizo tanto a través de una identificacion morfoldgica
como molecular mediante el marcador genético cloroplastidial rbcL.
El material ha sido depositado en el herbario de la Universidad de
Madlaga (pliego MGC-Phyc 5497).

Introduccion

El conocimiento de las macroalgas verdes de las costas de
Andalucia se ha ido ampliando desde su recopilacién en el
catdlogo de Flores-Moya et al. (1995) y las sucesivas adiciones
de diversos autores como Baez et al. (2001), Bermejo et al.
(2010) o Arjona et al. (2011). El género Ulva Linnaeus, 1753
(Chlorophyta) comprende actualmente 84 especies divididas
en 2 tipos morfo-anatdmicos fundamentales: uno laminar
biestromadtica y una tubular monostromatica; el antiguo
género Enteromorpha Link, 1820 (Hayden et al. 2003, Guiry y
Guiry 2021). En Andalucia se han descrito hasta la fecha unas
12 especies del género Ulva (Seoane 1965, Pérez-Lloréns et
al. 1996), incluyendo la reciente aparicién de Ulva onhoi M.
Hiraoka & S. Shimada 2004, de reciente registro en la provincia
de Cadiz (Coste 2018), una especie exdtica potencialmente
invasora que coloniza parte de los fondos blandos de la bahia
de Cadiz.

En Espafia, la presencia de Ulva torta se ha reportado en las
demarcaciones marinas de Canarias, Noratlantica y Estrecho-
Alboran (Gallardo et al. 2016). En esta ultima hay referencia de
la especie en la provincia de Malaga (Niell y Varela 1984)
ademas de en la costa norte de Marruecos (Mousa et al.
2018). Sin embargo, no existen referencias previas sobre la
presencia de U. torta en la Demarcacion Suratlantica espaiiola.

Abstract

The presence of the Chlorophyta Ulva torta (Mertens) Trevisan is
reported for the first time in the province of Cadiz, southern Spain.
The seaweed was found in autumn 2020, thriving on soft intertidal
shores of earthen ponds in a salina (La Esperanza, Puerto Real). The
identification of the species was carried out by morphological and
molecular techniques using the plastid encoded rbcl gene sequences.
The biological material has been placed in the herbarium of the
University of Malaga (sheet MGC-Phyc 5497).

Figura 1. Cafio de la salina de La Esperanza en la que se recolecté Ulva torta
(banda verde de intermareal superior).
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Nuevas citas y observaciones

El objetivo de este trabajo es poner de manifiesto la presencia
de una nueva especie ficoldgica en la provincia de Cadiz. Este
estudio es parte de uno mas amplio que esta en desarrollo y
que tiene por objeto contribuir al conocimiento de la flora
ficoldgica de las salinas de la bahia de Cadiz.

Figura 2. A: Imagen a microscopia 6ptica de Ulva torta (100 aumentos;
10x10); B: Detalle de una rdmula lateral (100 aumentos; 10x10). C: Detalle
del lumen central (flecha roja) y de los cloroplastos parietales (400 aumentos;
10x40). ).
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Material y métodos

Las muestras fueron recogidas en octubre y noviembre de
2020 en la salina de La Esperanza (Puerto Real, Cadiz), en el
punto con coordenadas 36° 30°41°'N y 6° 928°0. Los
ejemplares se encontraban creciendo abundantemente sobre
fondos blandos, en el intermareal superior, junto a un cafio
de pendiente moderada y formando bandas patentes (Figura
1). El material recolectado se transporto en frio y oscuridad, en
bolsas tipo zip con agua de mar. Una vez en el laboratorio, las
muestras con las algas se lavaron cuidadosamente con agua
de mar filtrada, se separaron las especies grosso modo con
ayuda de unas pinzas y bajo una lupa binocular Nikon SMZ645
y se observaron para su determinacion morfo-anatomica en
un microscopio Optika equipado con una camaray con ayuda
de claves de identificacion taxondmica (Brodie et al. 2007,
Cormaci et al. 2014). Se realizaron 5 medidas de los caracteres
morfolégicos en 5 individuos distintos. Como testigos se ha
preservado una submuestra, identificada como Ulva torta, en
formol al 4% en agua de mar y se ha depositado un pliego en
el herbario MGC de la Universidad de Malaga (pliego MGC-
Phyc 5497). Adicionalmente se realizd la identificacion
molecular de una submuestra (10 g de peso seco), identificada
morfolégicamente como Ulva torta, en el Servicio de Biologia
Molecular del Instituto Universitario de Investigacion Marina
(INMAR) localizado en Puerto Real.

La identificacion molecular se llevé a cabo mediante la
ampliacién parcial del gen cloroplastidial rbcL (subunidad
grande de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxige-nasa) a
través de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR). Este
marcador ha sido ampliamente utilizado con anterioridad para
confirmar o discernir entre especies del género Ulva (ej.
Shimada et al. 2003, Heesch et al. 2009). La extraccion de ADN
se llevd a cabo siguiendo las indicaciones del kit DNeasy Plant
Mini Kit (Quiagen) y obteniendo un volumen final de 200 pl. La
ampliaciéon parcial del gen rcbL mediante la PCR se realizé en
un volumen de 25ul, que contenia Taq (Qiagen), tampon
CoralLoad, dNTPS, solucién Q, MgCL, 1ul de cada primer o
cebador, 2ul de la muestra de Ulva y agua MiliQ. Se utilizé
como cebador del derecho SHF1 (CCGTTTAACTTATTACACGCC)
y como cebador del revés SHR4 (TTACATCACCAC CTTC A GA
TGC) creados por Heesch et al. (2009). La amplificacion se llevo
a cabo con una desnaturalizacion inicial de 3 min a 94 °C,
seguida por 40 ciclos de 90 min a 94 °C, 2:00 h a 37 °C
(temperatura de alineamiento) y 3 mina 72 °C. El producto de
PCR fue comprobado en un gel de agarosa al 1% tefiido con la
solucion de tefiido para 4cidos nucleicos Red Safe (INtrRON).
Las secuencias de ADN se editaron y ensamblaron mediante
Geneious 10.0.9. La identificacion de los organismos se realizé
a través de BLASTn consultando toda la base de datos
existente en Genbank para Ulva torta
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).




Resultados

Las muestras analizadas morfoldgicamente resultaron ser una
comunidad de algas clorofitas, fundamentalmente
Rhizoclonium riparium (Roth) Harvey, Cladophora liniformis
Kitzing 1849 y Ulva torta. La figura 2A muestra una imagen
de los filamentos de U. torta, de unos 45 um de anchura media
(n=5; coeficiente de variacién inferior al 5%). En algunos
ejemplares se observaron cortas ramulas o proliferaciones uni
o bicelulares (Figura 2B). A mayor detalle se pueden apreciar
los cloroplastos parietales asi como el lumen o luz central
(Figura 2C). Las células presentaron una morfologia
rectangular, con medias de 13 x 21 um (n=5; coeficiente de
variacion inferior al 5%) y el lumen 13-15 um de didmetro. En
algunas células pudo observarse un maximo de 2 pirenoides.
La presencia de U. torta, ademas de por la clave taxondmica,
fue corroborada por un experto en macroalgas (l. Barbara;
Universidad de La Corufia) tras la observacién de las imagenes
obtenidas, asi como por el analisis de la secuencia del gen
cloroplastidial rcbL amplificado.

La muestra analizada a través de la PCR identificd en mas de
un 98 % la secuencia de U. torta depositada en Genbank (Tabla
1), lo que asegura practicamente con total probabilidad que la
secuencia obtenida se corresponde con la especie devuelta
por BLASTn. El nUmero de acceso de la secuencia asignada por
Genbank a la muestra analizada en este estudio es el
MW582817.

Discusion

A pesar ser primera cita, la identificacién de la especie es a
priori relativamente sencilla pues apenas existen otras
especies de Ulva no ramificadas formando tubos tan estrechos
(< 50um) y tan largos (llegan a alcanzar facilmente en torno a
medio metro). Puede existir confusion con Ulva ralfsii (Harvey)
Le Jolis, especie muy rara y de presencia incierta en la region
suratldntica (Gallardo et al. 2016). De acuerdo a Cormaci et al.
(2014) la diferencia morfoldgica entre las 2 especies radica en
algunos caracteres concretos (tabla Il), caracteres a su vez que
se comparan con las muestras analizadas.

Hernandez |, Gerich R & Carmona L 2021. Primera cita de Ulva torta (Mertens)
Trevisan 1842 (Chlorophyta: Ulvaceae) en la provincia de Cadiz, Espafia
Rev. Soc. Gad. Hist. Nat. 15: 5-9

Tabla I. Listado de las primeras secuencias que devuelve Genbank tras el
analisis de la muestra de Ulva torta.

Especie % Cobertura % identidad N2 acceso
Ulva torta 99 98,16 MT88274
Ulva sp. 99 98,16 JX262426
Ulva sp. 99 98,16 AB598811
Ulva torta 99 98,07 AB830519
Ulva clathratioides 99 98,07 KC582356

Las células de U. torta son mas verdes mientras que las de U.
ralfsii presentan color mas trasltcido debido a la disposicion
del cloroplasto, caracter ciertamente muy subjetivo. Los
dibujos presentados por este autor sugieren ejemplares de U.
torta para los talos encontrados en La Esperanza,
especialmente por las cortas proliferaciones laterales.

También puede existir alguna confusidn con la morfologia no
ramificada de Ulva intestinalis, observada en la salina en
invierno. Sin embargo, el didametro de los tubos de esta
especie (en torno a 150 um o mas), su localizacion submareal,
el tacto resbaladizo caracteristico y su enorme profusién en
esta época del afo la diferencia netamente de los filamentos
encontrados de U. torta. Finalmente, puede existir confusion
entre U. torta y U. prolifera por la polimorfia de esta ultima
(Brodie et al. 2007). Sin embargo, U. prolifera, también
observada en la salina, presenta talos ramificados, células mas
pequeias y un lumen de mayor diametro (25 um o superior)
lo que a nuestro juicio la diferencia claramente de U. torta.

En cuanto al andlisis molecular de la especie, la secuencia
devuelta por BLASTn corresponde casi al 100% con la
secuenciacion depositada en Genbank para U. torta. A pesar
de que esto se pueda argumentar como una prueba definitiva,
se ha de tener en cuenta que esta identificacion es totalmente
dependiente de la base de datos existente en Genbank, asi
como de la correcta identificacion de las secuencias
depositadas en dicha base de datos. Desafortunadamente no

Tabla Il. Diferencia morfoldgica entre Ulva torta y Ulva ralfsii de acuerdo a Cormaci et al. (2014) y caracteres morfo-anatémicos
medios de las muestras identificadas como U. torta en este estudio (n=5).

Ulva torta Ulva ralfsii Este estudio
Didmetro del tubo (pum) 25-50(-80) 35-60 45
N2 de filas celulares 3-10(-12) 4-8 2-5
Didmetro del lumen (um) 10-15 10-20 13-15
Tamanio celular (pm) 10(-14) x 14(-19) 17-18 x 23(-32) 13x21
Pirenoides 0-1(2) 2-6(-8) 0-2




hay depositada en Genbank secuenciacion alguna para Ulva
ralfsii, por lo que para los mas escépticos dejemos alguna duda
de la correcta identificacion de U. torta como nueva especie
para la provincia de Cadiz o de si incluso U. torta y U. ralfsii
corresponden en realidad a una misma especie. La correspon-
dencia genética de la secuencia de Ulva clathratioides que
devuelve Genbank (tabla 1) ha puesto de manifiesto una
variacion intraespecifica entre ésta y U. torta, sugiriéndose
que se adscriban como especies sinénimas (An y Nam 2017).

Recientemente, a través de un andlisis molecular de especies
de Ulva en sistemas de acuicultura multitrofica, U. torta fue
descrita por primera vez en Ria Formosa; Portugal (Favot et
al. 2019), en este caso a partir de cebadores de rDNA nuclear.
El presente trabajo incide en la enorme dificultad para la
identificacion de especies de Ulva dada su plasticidad
morfolégica y la relativa subjetividad de algunos caracteres
morfoldgicos. Sin embargo, se ha tratado de aplicar la maxima
rigurosidad en la descripcidon de las fuentes consultadas
partiendo de algaebase (algaebase.org) y el apoyo de la
genética molecular, lo que sin duda ayudara a reorganizar la
taxonomia de la especie, una vez que se disponga de
secuencias genéticas de los distintos holotipos o lectotipos
conservados.
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