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Resumen

Los rodolitos juegan un rol ecolégico importante en el medio marino, ademas de tener
una importancia econémica para los seres humanos. La clasificaciéon de las especies
conformadoras de rodolitos tiene grandes retos debido a la plasticidad fenotipica de los
mismos y a la falta de caracteres anatémicos utiles en la segregacion de taxones. Hoy en
dia a fin de resolver este problema, los investigadores han optado por conjuntar
métodos morfolégicos, histologicos y genéticos. El presente trabajo pretende conjuntar
los tres métodos antes mencionados para poder validar la presencia de especies
conformadoras de rodolitos en la region del Pacifico Sur de México. En total se
recolectaron 69 muestras de las playas Tijera, La Entrega e Isla Cacaluta, Oaxaca. El
analisis morfolégico mostré que la forma de crecimiento fruticosa es la mas abundante,
seguida de la forma incrustante y grumosa, por otro lado, el andlisis anatémico
determiné que la especie conformadora de rodolitos es Lithothamnion cf. muelleri. La
reconstruccion filogenética usando el marcador molecular psbA, determiné que la
especie descrita en este estudio, es muy diferente a la secuencia no publicada
denominada “Lithothamnion mueller!’, por Hernandez-Kantun. De igual forma, no
podemos asumir que L. cf. muelleri, pertenezca a la especie nominal, debido a que no se
comparo6 con alguna secuencia del lectotipo o material topotipo. Por otra parte, la
distribucion de L. cf. muelleri es amplia a lo largo de las costas del Pacifico Oriental
Tropical, ya que genéticamente se asemeja a Lithothamnion sp. descrita para las costas

de Panama por Richards et al. (2016).

Palabras clave
Coralinas no geniculdas, €Ol Lithothamnion muelleri, Lithothamnion sp., psbA,

sistematica.



Abstract

Rhodoliths play important ecological role in the marine environments, and also have
economic importance for human beings. The classification of rhodolith-forming species
has great challenges due to their phenotypic plasticity and the lack of anatomical
characters that could be useful in the segregation of taxa. Nowadays, in order to solve
this problem, researchers have chosen to combine morphological, histological and
genetic methods. The present work aims to combine these three methods to validate
the presence of rhodolith forming- species in the Southern Mexican Pacific. Sixty nine
samples were collected from Tijera and La Entrega beaches along with Cacaluta Island,
in the central coast of Oaxaca. Regarding the morphological results, the fructicose
growth form was the most abundant, followed by the lumpy and incrusting growth
forms. Regarding the anatomical analysis, it was determined that Lithothamnion cf.
muelleriis the rhodolith-forming species, while in the phylogenetic reconstruction with
the psbA gene, the species described in this study did not match the unpublished
sequence " Lithothamnion muelleri', by Hernandez-Kantin. We cannot assume that L.
cf. muelleri, belongs to the nominal species, because it was not been compared to any
lectotype or topotype sequence. On the other hand, the distribution of L. cf. muelleri
seems to be widespread along the coasts of the Eastern Tropical Pacific, since it
genetically resembles Lithothamnion sp. described for the coasts of Panama for

Richards et al (2016).

Keywords
Coralline non geniculate, COl Lithothamnion muelleri Lithothamnion sp., psbA,

systematic.
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1. Introduccién

Los rodolitos son algas rojas coralinas pertenecientes al filo Rhodophyta. Estas algas se
caracterizan porque incorporan carbonato de calcio en sus paredes celulares y por ser
epiliticas, epizoicas o epifiticas (Foster et al 2007). Se distribuyen en todos los océanos
del mundo, pero son mayormente estudiadas en aguas del Atlantico, especificamente
en el Mediterraneo y en las costas de Brasil. En las costas del Pacifico oriental se
distribuyen principalmente en el Golfo de California, en donde pueden formar mantos
0 agregaciones, aunque también se distribuyen desde Nayarit hasta Panama (Robinson
2013).

Los rodolitos presentan un rol ecolégico muy importante en el ambiente, por lo
que actualmente son objetos de estudios, en varias regiones del planeta (Foster et al.
2007, Hinojosa-Arango & Riosmena-Rodriguez 2004, Harvey et al 2007, Littler & Littler
2008, Steller et al 2003). El nombramiento o clasificacién de las especies formadoras
de rodolitos es uno de los mayores retos que tienen los investigadores, ya que estos
organismos presentan un alto grado de plasticidad fenotipica (Broom et al 2008,
Herndndez-Kantin et al 2015, Richards et al. 2014, 2016). Esta problematica se ha
observado desde los tiempos de Linneo, en donde las algas rojas coralinas se
clasificaban por la forma y coloracion, llegando asi a confundirlas con corales. Una
solucion a esto fue incluir caracteres anatdmicos; sin embargo, para muchos de los
casos, se requiere encontrar estructuras reproductivas fértiles, lo cual no siempre es
posible. Por los problemas antes mencionados, los taxénomos en las ultimas décadas
han incluido a la genética como una herramienta de apoyo para la identificacién y
clasificacion de las especies de algas rojas coralinas.

El poder dilucidar la riqueza de especies en un lugar determinado, permitira
sentar bases soélidas para futuras investigaciones paleoambientales, filogeograficas,
ecologicas entre otras. Por lo tanto, en el presente trabajo, se pretende aplicar el andlisis
de caracteres morfologicos, anatémicos y genéticos, para determinar la composicion de

las especies formadoras de rodolitos en el area de estudio.



2. Marco tedrico

2.1. Importancia ecoldgica

Los rodolitos actiian como especies bioconformadoras de ecosistemas marinos debido
a que son un sustrato disponible para anidacién, reproducciéon y alimentaciéon de
invertebrados o vertebrados (Hall-Spencer et al. 2006, Foster et al. 2007). Asimismo,
los rodolitos conforman un sustrato al que se sujeta una gran diversidad de flora
(Foster et al. 2007, Amado-Filho et al. 2010).

Por otro lado, los rodolitos presentan un rol importante en el océano debido al
considerable aporte de materia organica e inorganica. Sobre materia inorganica, los
rodolitos aportan principalmente carbonato de calcio, un compuesto que podra pasar a
formar parte del ciclo de la biomineralizacion o al sedimento marino (Johansen 1981,
Littler et al 1991, Riosmena-Rodriguez et al. 2007). De igual forma, los rodolitos son
excelentes asimiladores de diéxido de carbono, mismo que utilizan para el proceso de
calcificacion (Littler et al. 1991). Por su lento crecimiento y un periodo de vida mayor
a 100 afnos, son considerados como indicadores paleoambientales (Foster 2001).

Por los servicios ecoldgicos antes mencionados, los rodolitos son considerados
como especies fundamentales y forman parte de las grandes comunidades bentdnicas
como los bosques de quelpos y praderas de pastos marinos (Foster et al 2007).

El principal uso que se le da a los rodolitos es la extraccion de carbonato de calcio
(Johansen 1981, Riosmena-Rodriguez et al. 2007), el cual es utilizado para el encalado
de las tierras agricolas, como aditivo alimenticio de animales, en la sintesis de filtros de
depuradoras, en la aplicaciéon de productos cosméticos y como suplemento alimenticio
(Lopez-Benito 1963). Por otra parte, los rodolitos y comunidades asociadas son
consideradas como sensibles a disturbios antropogénicos (Kamenos et al 2004, Hall-
Spencer et al. 2006, 2010, Pefia & Barbara 2008, Pefa et al. 2014a), tales como la pesca
de arrastre, los amarres con cadenas, los fondeos no regulados (Hall-Spencer & Moore
2000, Bordehore et al. 2003, Steller et al. 2003), la eutrofizacidn, la contaminacion de
metales pesados, la acuicultura y la presencia de especies invasoras (Pefia & Barbara

2007).



2.2. Aspectos biolégicos

Los rodolitos son algas rojas coralinas completamente calcificadas que presentan en su
interior un nucleo s6lido compuesto de roca, coral u otras algas coralinas (Irvine &
Chamberlain 1994, Foster 2001, Harvey & Woelkerling 2007). Para nombrar a un
organismo como rodolito, la superficie del nticleo debe estar cubierta con al menos 50%
de algas rojas coralinas no geniculadas (algas que no presentan zonas de articulacién o
estan completamente calcificadas) (Foster 2001). Morfolégicamente los rodolitos
pueden ser esféricos a elipticos y/o tener una forma de crecimiento incrustante,
fruticosa, foliosa, grumosa y/o verrugosa, o la combinacién de algunas de las

previamente enlistadas (Fig. 1) (Harvey et al 2005).

Figura 1.- Formas de crecimiento encontradas en rodolitos del Pacifico Sur de México. A-F. fructicosa; G.

incrustante; H. incrustante a fruticosa; G. verrugosa. La barra de escala representa 10 mm.

Los rodolitos al no presentar estructuras de fijacion se les considera como

organismos de vida libre, caracteristica que les permite ser movidos por las corrientes,



el oleaje y/o por otros organismos (bioturbacion) (Foster 2001). Se distribuyen en
todos los océanos del mundo pues son capaces de resistir diferentes condiciones
ambientales (Aguirre et al 2002). La gran capacidad de dispersion y resistencia que
presentan las esporas del grupo es otro factor que favorece a su amplia distribucién
(Bittner et al. 2010). Latitudinalmente habitan desde los tropicos hasta las regiones
polares (Foster 2001). De igual forma, se encuentran en costas arenosas, praderas de
pastos marinos, en arrecifes tropicales y en los lechos marinos (Harvey et al 2005). Por
otra parte, el rango de distribucién vertical abarca desde la zona intermareal hasta
profundidades superiores a los 200 m (Foster 2001).

La reproduccion de las especies formadoras de rodolitos, al igual que en otras
especies de algas rojas de la clase Florideophyceae, presentan un ciclo de vida trifasico.
En la fase I, diploide esporangial (fase asexual), se producen tetra o biesporas via
meiosis o mitosis, respectivamente; durante la fase II, haploide gametangial (fase
sexual), se forman los espermatangios en el conceptaculo masculino y carpogonios en
el conceptaculo femenino. Durante la fase IlI, diploide carpoesporangial (fase sexual)
parasita del gametofito femenino, se originan carpoesporas via mitosis (Fig. 2). En
algunos casos se observa la reproduccion asexual via fragmentacion (Woelkerling

1988).
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Figura 2.- Ciclo de vida trifasico representativo de especies de algas rojas coralinas formadoras de
rodolitos. En el ciclo se considera tanto la via sexual (gametofitica/carpoesporofitica) como la
via asexual (esporofitica y fragmentacién) para la generacién de talos algales. Esquemas
modificados de Rosas-Alquicira (2002). Las fotografias pertenecen al rodolito 6T del herbario

de la Universidad del Mar.

2.3. Sistematica de algas rojas coralinas formadoras de rodolitos
Los rodolitos pertenecen a la subclase Corallinophycideae Le Gall & G. W. Saunders,
2007, y esta se caracteriza por presentar conexiones celulares pits secundarias
(conexiones entre células de dos filamentos adyacentes) o fusiones celulares (fusion de
una célula con otra adyacente), conceptaculos en forma de cupula y esporangios
zonados o cruzados (Le Gall & Saunders 2007). Dentro de la subclase
Corallinophycideae se encuentran los 6rdenes Corallinales P.C. Silva & H.W. Johansen
1986, Hapalidiales Nelson et al. 2015 y Sporolithales Le Gall & G. W. Saunders en Le Gall
etal 2010.

El orden Corallinales engloba a la familia Corallinaceae J. V. Lamouroux 1812;

mientras que el orden Hapalidiales a la familia Lithothamniaceae H. J. Haas, 1886,y a la

Il ©se4



familia Mesophyllaceae Athanasiadis, 2016, finalmente el orden Sporolithales a la
familia Sporolithaceae Verheij, 1993. Los caracteres distintivos para las familias se

presentan en la tabla I.

Tabla .- Caracteres segregativos asociados a los conceptaculos tetra o biesporangiales de las familias
formadoras de rodolitos pertenecientes a la subclase Corallinophycideae. Modificado de Harvey et al

(2005).

Presencia o ausencia de tapon

Familia Tipo de con(.:eptaculo/ Tipo de. en el canal del poro del
compartimento esporangio . .
conceptaculo esporangial
Corallinaceae Uniporado Zonado Ausente
Lithothamniaceae Multiporado Zonado Presente
Mesophyllaceae Multiporado Zonado Presente
Sporolithaceae Compartimentos Cruzado Presente

calcificados

En el mundo se han registrado ocho géneros formadores de rodolitos (Tabla II).
La clasificacion de los géneros se basa en caracteres anatémicos vegetativos y
reproductivos. Entre los caracteres vegetativos, se tienen: a) Presencia de conexiones
intercelulares, tales como conexiones pit secundarias y/o fusiones celulares; b) forma
de la pared distal de las células epiteliales (redondas, aplanadas o en forma de tazén) y
c) tamano de las células subepiteliales con respecto a las células consecutivas (iguales,

mas cortas o mas largas) (Fig. 3) (Womersley 1994, Harvey & Woelkerling 2007).



Tabla IL.- Clasificacién general de los géneros de algas rojas coralinas no geniculadas formadoras de
rodolitos (Guiry & Guiry 2019).

Filo Rhodophyta Wettstein, 1901
Subfilo Eurhodophytina G.W.Saunders & Hommersand, 2004

Clase Florideophyceae Cronquist, 1960
Subclase Corallinophycidae Le Gall & G. W. Saunders, 2007

Orden Corallinales P. C. Silva & H. W. Johansen, 1986
Familia Corallinaceae J. V. Lamouroux, 1812
Subfamilia Hydrolithoideae A. Kato & M. Baba in A. Kato etal, 2011
Género Hydrolithon (Foslie) Foslie, 1909
Subfamilia Lithophylloideae Setchell, 1943
Género Lithophyllum Philippi, 1837
Subfamilia Porolithoideae A. Kato & Baba in Kato et al, 2011
Género Spongites Kiitzing, 1841
Subfamilia Neogoniolithoideae A. Kato & M. Baba in Kato etal, 2011
Género Neogoniolithon Setchell & L. R. Mason, 1943
Orden Hapalidiales Nelson et al, 2015
Familia Lithothamniaceae H.]. Haas, 1886
Género Lithothamnion Heydrich, 1897
Género Phymatolithon Foslie, 1898
Familia Mesophyllaceae Athanasiadis, 2016
Género Mesophyllum Me. Lemoine, 1928
Orden Sporolithales Le Gall et a/, 2010
Familia Sporolithaceae Verheij, 1993

Género Sporolithon Heydrich, 1897
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paredes distales de las células epiteliales. C) Tamafio de células subepiteliales iniciales con

respecto a las células subsecuentes. Modificado de Harvey & Woelkerling (2007).

Los caracteres reproductivos para la determinacién genérica de los rodolitos
son: a) tipo de conceptaculo esporangial (uniporado, multiporado o compartimentos
calcificados) y b) tipo de division en los tetraesporangios (cruzados o zonados). En los
conceptaculos uniporados esporangiales, se debera observar el tipo de arreglo de las
células que rodean el poro (Womersley 1994, Harvey & Woelkerling 2007). En
conceptaculos masculinos se tiene que confirmar, si los filamentos espermatangiales

son ramificados o no (Fig. 4) (Harvey & Woelkerling 2007).
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Figura 4.- Caracteres reproductivos para la determinacidn de los géneros de algas rojas coralinas no
geniculadas formadoras de rodolitos. A) Camaras reproductivas. B) Tipos de tetraesporangios.
C) Direccién de las células que revisten el canal del poro del conceptaculo tetraesporangial

uniporado. D) Filamentos gametangiales masculinos. Modificado de Harvey & Woelkerling

(2007).

A nivel de especie también se tiene un conjunto Unico de caracteres anatomicos
vegetativos y reproductivos que permiten diferenciar taxones (Harvey et al 2005). Es
importante mencionar que un rodolito puede estar conformado por una o varias

especies de algas rojas coralinas no geniculadas (Richards et al 2014).



2.4. Problemas taxondmicos

Las especies de algas rojas coralinas son de dificil identificaciéon debido a un alto grado
de plasticidad fenotipica como respuesta a factores ambientales (Hernandez-Kantin et
al 2015), una convergencia acelerada y a historias de vida entendidas
incompletamente con alternancia de generaciones heteromdrficas (Saunders 2005).

La descripcidn y clasificacion de las especies de algas rojas coralinas ha tenido
grandes problemas a lo largo del tiempo. Al principio se les consideraba como plantas,
posteriormente Linneo las describi6 como animales, lo que inicié un gran debate entre
ficologos y zodlogos. Este problema fue resuelto cuando se estudiaron a detalle sus
estructuras reproductivas. El siguiente reto fue la clasificacion de las algas rojas
coralinas en niveles superiores. Primero se les consider6 como una familia, la
Corallinaceae, posteriormente se les coloc6 en un orden distintivo, las Corallinales, lo
cual ha sido respaldado por estudios integrales que utilizaron técnicas
morfologicas/anatomicas y moleculares (Harvey et al. 2005).

Las Corallinales en 1988, solo incluian a la familia Corallinaceae, pero en 1993
se incluy6 a la familia Sporolithaceae y en 2003 se reconoci6 a la familia Hapalidiaceae.
La separacion de wuna familia en tres, estuvo respaldada por estudios
morfologicos/anatémicos y moleculares (Harvey et al 2003).

La clasificacion de las algas rojas coralinas seguira cambiando, con base en la
adicion de nuevos caracteres; sin embargo, aunque hoy en dia se utilicen caracteres
anatomicos reproductivos y vegetativos para la distincion de las especies de algas rojas
coralinas, en algunas ocasiones los taxones determinados se consideran cuestionables.
Un ejemplo de lo anterior, es el registro de especies en regiones biogeograficas muy
distintas. Asimismo, algunos caracteres son complicados de encontrar ya que la
identificacién esta limitada a especimenes fértiles (Broom et al 2008). En este contexto,
las herramientas moleculares proporcionan una alternativa para resolver las
problematicas antes planteadas (Broom et al 2008). Por otra parte, no todos los
materiales tipo han sido estudiados con herramientas histologicas y genéticas, lo que
conlleva a una determinacién imprecisa de las especies (Harvey et al 2005). Por lo

anterior, a fin de tener una mejor resolucién de las especies los investigadores han
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optado por revisar material tipo e historico, asi como de recolectas actuales utilizando
herramientas moleculares (Gabrielson et al 2011, Hind & Saunders 2013).

Entre los trabajos mas recientes sobre la aplicacion de marcadores moleculares
en algas rojas coralinas se tienen el de Adey et al (2015) y Herndndez-Kantu et al
(2015, 2016), quienes utilizaron el marcador molecular que codifica para la subunidad
D1 del centro de reaccion del fotosistema Il en el cloroplasto (chloroplast-encoded
photosystem Il reaction center protein D1 gene, psbA por sus siglas en inglés), al
marcador molecular de la subunidad grande de la ribulosa-1, 5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (ribulose-1, 5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large
subunit gene, rbcl. por sus siglas en inglés). Finalmente, en el trabajo de Richards et al
(2016) usaron los marcadores moleculares Citocromo C Oxidasa (cytochrome oxidase
subunit I, COI por sus siglas en inglés) y psbA. En los estudios antes mencionados se
determindé un alto grado de diversidad criptica en varios taxones y a su vez
demostraron que al realizar solo estudios con analisis de caracteres anatdmicos existia
una subestimacion de especies formadoras de rodolitos. Por lo que, a fin de tener una
mejor resolucion de la diversidad de especies presentes en una region, es recomendable
un trabajo que contemple técnicas morfologicas, histologicas y genéticas.

En el Pacifico Sur de México (PSM), las especies reportadas que conforman a los
rodolitos son Lithophyllum frondosum (Dufour) Furnari et al. 1996, Lithothamnion
muelleri Lenormand ex Rosanoff 1866, Phymatolithon sp., Phymatolithon lenormandii
(Areschoug) W.H. Adey 1966 y Spongites fruticulosus Kutzing 1841 (Dawson 1960,
Fragoso & Rodriguez 2002, Peralta-Garcia & Rosas-Alquicira 2014, Antonio-Sanchez
2015). No obstante, de acuerdo a Antonio-Sanchez (2015) las especies antes
mencionadas, se consideran como cuestionables, debido a que la distribucién de las
especies tipo se encuentran muy alejadas del Pacifico Tropical Mexicano y no

pertenecen a la region biogeografica tropical.

2.5. Marcadores moleculares
Actualmente existen marcadores moleculares utiles para determinar la divergencia
filogenética en especies de algas rojas coralinas. Algunos de los marcadores mas usados

son: el gen de la subunidad pequefia ribosomal 18S 6 SSU (small subunit of ribosomal
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RNA) y COI (Richards et al. 2014, 2016, Hernandez-Kantun et al. 2014, Vieira-Pinto et
al. 2014, Adey et al. 2015, Basso et al. 2015).

También se encuentran los codigos de barras de algas rojas coralinas. Entre los
primeros trabajos para delimitar especies con estudios genéticos, se encuentra el de
Broom et al. (2008) quienes proponen el uso del marcador psbA, para solucionar
problemas filogenéticos en el orden Corallinales. Gabrielson et al. (2011) sugieren el
uso de los marcadores moleculares rbcl, asi como el gen COJ, para delimitar especies y
patrones filogeograficos en las algas coralinas geniculadas (Hernandez-Kantin et al.
2014, 2015, 2016, Mateo-cid et al. 2014, Pardo et al 2014, Pena et al. 2014b, 2015,
Richards et al 2014, 2016, Vieira-Pinto et al 2014).

El marcador COI provee una mejor resolucion filogenética comparada con
cualquier otro gen mitocondrial (Knowlton & Weigt 1998). La evolucion de este gen
permite discriminar no sélo entre especies estrechamente relacionadas, sino también
entre grupos filogeograficos dentro de una sola especie (Cox & Hebert 2001, Wares &
Cunningham 2001). A pesar de que (Ol puede ser emparejado con otros genes
mitocondriales en la resolucion de casos de divergencia recientes, es mas probable que
este gen proporcione sefiales filogenéticas mas profundas que otros genes (Simmons &
Weller 2001). Lo anterior debido a que los cambios en los codones de €O/ son mas
lentos que cualquier otro gen mitocondrial (Lynch & Jarrell 1993).

El marcador molecular psbA, presenta poca variacidn genética, por lo que se ha
utilizado para resolver relaciones filogenéticas en algas rojas a nivel de especie y de
género (Seo et al. 2003, Yang & Boo 2004). Asi mismo es un marcador molecular que se
hereda uniparentalmente (Broom et al 2008).

Finalmente, el marcador molecular rbd.,, es un gen de la subunidad grande de la
ribulosa-1, 5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa, al igual que el psbA se hereda
uniparentalmente y es usado mayormente para resolver relaciones genéricas (Soltis &

Soltis 1998).
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3. Antecedentes

El uso de herramientas moleculares en conjunto con la revision de caracteres
morfoldgicos y anatédmicos, ha tenido gran auge en el estudio de la taxonomia y filogenia
de algas rojas coralinas no geniculadas (Hernandez-Kantun et al 2014, 2015, 2016,
Mateo-cid et al 2014, Pardo et al 2014, Pefia et al 2014b, 2014c, 2015, Richards et al
2014, 2016, Vieira-Pinto et al 2014). A continuacion, se presentan los trabajos sobre
taxonomia morfoldgica, anatémica y molecular realizados en algas rojas coralinas no
geniculadas y ordenadas por provincias de acuerdo a Spalding et al (2007).

En la provincia de Mares Europeos del Norte (MEN), en el archipiélago de
Svalbard, Noruega, Islandia, Reino Unido, Francia, Irlanda, Espafia, Portugal y el
archipiélago Macaronésico, Pardo et al. (2014) utilizaron a los marcadores moleculares
psbA y COI en conjunto con la revisién de caracteres morfolégicos y anatémicos para
concluir que, de las 16 especies reportadas, solo 13 eran validas. Cabe mencionar que
algunas afiliaciones genéricas fueron en funcién de los caracteres morfolégicos y no
hacen mencidn de los caracteres anatémicos utilizados para la segregacion de especies.

Asi mismo, en la provincia de MEN, Pefia et al (2014b, 2015) utilizaron el
marcador (Ol para determinar qué, gametofitos no identificados de manera
morfologica en las costas de Gran Bretafia corresponden a Phymatolithon calcareum
(Pallas) W. H. Adey et al1986. Mientras que, en las costas de la peninsula Ibérica,
describieron a Phymatolithon lusitanucum como una nueva especie.

Por otra parte, en la provincia del Atlantico Calido Templado del Noreste
(ACTN), especificamente en las costas de Luisiana, Richards et al (2014, 2016)
utilizaron los marcadores psbA, rbc., COl'y SSU, asi como caracteres morfologicos y
anatémicos, para determinar a las especies de Lithophyllum y Lithothamnion. Los
autores determinaron que 77tanoderma bermudense (Foslie & M. Howe) Woelkerling
et al. 1985 es una especie valida. Cabe mencionar que para ambos géneros solo se
mencionan a los caracteres vegetativos para discriminar a las especies.

En la provincia del Atlantico Tropical Noroccidental (ATN), en el Golfo de
México, Mateo-Cid et al (2014) realizaron una reevaluacion taxondémica del género

Neogoniolithon Setchell & L. R. Mason 1943 con base en herramientas moleculares,
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morfologicas e histoldgicas. Los autores determinaron 14 especies, de las cuales nueve
habian sido registradas previamente mediante estudios anatomicos, asi mismo
confirmaron la presencia de N. siankanensis Mateo-Cid et al 2014 y finalmente, las
especies restantes fueron nuevas identificaciones. Los caracteres que usaron para
segregar especies de Neogoniolithon son anatémicos vegetativos y reproductivos.

Para el Caribe, en la provincia de ATN, Herndndez-Kantin et al (2016)
emplearon los marcadores rbd. y psbA, asi como el analisis de caracteres morfologicos
y anatomicos, confirmando asi la presencia de Lithophyllum kaiseri (Heydrich)
Heydrich 1897, Lithophyllum kotschyanum Foslie 1909, Lithophyllum platyphyllum
(Foslie) Foslie 1900, Lithophyllum pseudoplatyphyllumy Lithophyllum neocongestum.
Cabe mencionar que las especies L. pseudoplatyphyllum y L. neocongestum fueron
determinadas como nuevas especies.

En la provincia del Océano Indico Occidental (0I0), Basso et al. (2014, 2015)
analizaron caracteres anatémicos y en conjunto con el uso de los marcadores LSU, COI
y psbA determinaron que de las tres especies previamente registradas para
Lithophyllum: L. kotschyanum, L. orbiculatum (Foslie) Foslie 1900 y L. okamuraeFoslie
1900; hay al menos seis especies mas:, L. affine (Foslie) Foslie 1898, L. kaiseri, L.
socotraenseBasso etal. 2015, L. subplicatum (Foslie) Basso etal 2015, L. subreduncum
(Foslie 1901) Caragnano et al. 2015 y L. yemenense Basso et al. 2015.

Robinson (2013) al realizar un analisis morfo-anatomico, reporta para la
provincia del Pacifico Calido Templado del Noreste (PCTN), a 10 especies formadoras
de rodolitos incluyendo a L. muelleri. Por otra parte, para la provincia del Pacifico
Tropical Oriental (PTO), reporta la presencia de Lithophyllum stictaeforme (Areschoug)
Hauck 1877, para las costas del salvador; a Lithophyllum okamurae Foslie 1904 en
Panama; a L. muelleri para Nicaragua y Costa Rica; a; Lithoporella pacifica (Heydrich)
Foslie 1909 y a Porolithon castellum E.Y. Dawson 1960 para Costa Rica. Asi mismo al
utilizar el marcador psbA, corrobora la existencia de un patrén biogeografico; mientras
que al utilizar el marcador LSU, no logra determinar algin patrén. Por altimo, menciona
que L. muelleri se distribuye desde Washington, Estados Unidos, hasta las costas del
Pacifico de Costa rica; sin embargo, para este ultimo solo lo sustenta con analisis morfo-

anatémico.
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En particular, para las costas de Guerrero y Oaxaca en la provincia del PTO, hasta
la fecha solo se han realizado estudios de identificacién de especies formadoras de
rodolitos con base en caracteres morfolégicos y anatémicos. El nimero de especies
formadoras de rodolitos citadas hasta el momento son cuatro. El primer registro fue
realizado por Dawson (1960), quien menciona la presencia de L. fruticulosum actual
sinébnimo homotipo de §. fruticulosus, como una especie de vida libre, en la bahia de
Petatlan, Guerrero y en Huatulco, Oaxaca.

Fragoso & Rodriguez (2002) registraron la presencia de L. frondosum en las
playas de La Entrega y Puerto Escondido, Oaxaca y de S. fruticulosus en las playas de
Zihuatanejo, Guerrero y Bahias de Huatulco, Oaxaca. Peralta-Garcia & Rosas-Alquicira
(2014) registraron la presencia de L. muelleriy de P. lenormandii en la isla Cacaluta,
Oaxacay de las playas Manzanillo y Carey, Guerrero.

Finalmente, Antonio-Sanchez (2015), registr6é para las costas de Oaxaca a las
especies Phymatolithon sp.y a Lithothamnion cf. muelleri,y mencioné que las especies
S. fruticulosus, L. frondosum, L. muelleri y P. lenormandii son consideradas
cuestionables debido a que la distribucion del material tipo de referencia son de

regiones templadas distantes

4. Justificacién
En las costas del PTO se reportan presencias de algas rojas coralinas no geniculadas
formadoras de rodolitos, sin embargo, hasta la fecha se consideran cuestionables,
debido a que las especies tipo se encuentran en otras regiones biogeograficas (i.e. L.
muelleri). Por otra parte, la identificacion de las especies mediante el analisis de
caracteres morfologicos y anatémicos, presenta grandes retos, debido a la plasticidad
fenotipica y a la dificultad de encontrar en los especimenes los caracteres segregativos
citados en la literatura.

Por otra parte, las herramientas moleculares en conjunto con la taxonomia
clasica han logrado discriminar especies y han proporcionado una mejor resolucion de
la biodiversidad. El presente estudio pretende tener una mejor resolucion de la riqueza

de especies de algas rojas formadoras de rodolitos, empleando analisis genéticos

15



mediante los marcadores psbA y COI junto con el analisis morfo-antindémico. Este
estudio enriquecera el conocimiento respecto a las algas que se encuentran formando
rodolitos en el area de estudio. La informacién aqui obtenida permitira desarrollar
futuros estudios taxondmicos y filogenéticos, tener mayor conocimiento, propuestas de

conservacion y uso sustentable de las especies.

5. Hipdtesis
» Con base en los antecedentes para el Pacifico sur de México, se determinara que
los rodolitos de playa Tijera, La Entrega e Isla Cacaluta, Oaxaca estan
compuestos principalmente por las especies Lithothamnion muelleri

Phymatolihon lenormandiiy Spongites fructiculosus.

6. Objetivos
6.1. General

» Validar la identidad de las especies formadoras de rodolitos en las playas Tijera,

La Entrega e isla Cacaluta, Oaxaca.

6.2. Especificos
» Determinar las especies formadoras de rodolitos con base en el analisis de

caracteres morfologicos y anatomicos.

» Validar las especies determinadas por caracteres morfolégicos y anatémicos

mediante el analisis de codigo de barras genético.

7. Material y métodos

7.1. Area de estudio
El rea de estudio incluye la playa La Entrega (15°44’34”N, 96°07°35”0), playa Tijera
(15°40°50”N, 96°39'10”0) y la Isla Cacaluta (15°43’08.55”N, 96°09°44.74”0), Oaxaca

(Fig. 5).
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Figura 5.- Area de estudio. A) Playa Tijera, San Pedro Pochutla. B) Isla Cacaluta, Santa Maria Huatulco.

C) La Entrega, Santa Maria Huatulco, Oaxaca.

Las localidades de muestreo se encuentran dentro del PTO, donde se presentan
aguas calidas del océano Pacifico (Garcia 1989), la temperatura y salinidad del agua
superficial varian dependiendo de las corrientes y de la velocidad de los vientos
predominantes. La temperatura superficial promedio es de 28 °C con oscilaciones de
20.05°C a 34 °Cy una salinidad de 34. 5 con oscilaciones de 33.5 a 43.5 (Kessler 2006,
Pennington et al 2006). En la zona litoral se observan mareas mixtas
predominantemente semidiurnas y con amplitudes de 40 a 60 cm (Pacheco & Ayala
1991); sin embargo, el oleaje alcanza alturas medias de 2.4 m con una frecuencia de 10
a 20% durante el afio (Carranza et al. 1988). La circulacion costera en el area de estudio
se encuentra poco estudiada. En eventos de tehuanos o vientos del norte, a partir de
giros ciclonicos, se genera una corriente costera que transporta agua hacia el oeste
(Chapa-Balcorta et al. 2015). Mientras que en invierno se genera una corriente con flujo

hacia el este es decir hacia Salina Cruz (Barton et al 2009). Las corrientes antes

mencionadas, le dan una caracteristica particular de salinidad y temperatura a la region
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del Golfo de Tehuantepec (Fiedler 1992, Trasvifia et al 1999). Asi mismo, los
denominados tehuanos o vientos del norte (Kessler 2006) influyen en la cantidad de
nutrientes en el area (Lavine et al. 1997).

La conformaciéon del fondo marino en las tres localidades de estudio es de
extensiones uniformes de arrecifes coralinos paralelos a la linea de costa y fondos
arenosos con trozos de coral muerto (Edgar F. Rosas-Alquicira com. pers, Wicader &
Monroe 2000).

De acuerdo a la clasificacién climatica de Képpen y modificada por Garcia
(SEDESOL 2013), el area de estudio se localiza en la regién climatica Pacifico sur de
México, caracterizada por estar ubicada en la Zona Intertropical de Convergencia, con
influencia del monzdn de verano, ciclones tropicales, un régimen de lluvias de verano y
muy escasa lluvia invernal (Gémez-Rojo et al 2006). El clima predominante es tropical
subhimedo AwO0, es decir, calido a muy calido con temperaturas medias anuales
mayores a 18°C, y que dentro de los climas subhimedos se consideran el mas seco.

Para el caso de las localidades de estudio, playa Tijera se caracteriza por la
presencia de un sustrato arenoso grueso, de acantilados, de una pendiente moderada y
una profundidad aproximada de 12 metros (Antonio-Sanchez com. pers.). Mientras que
playa La Entrega, posee una playa arenosa fina (1.46 mm en la duna, 1.10 mm en el
estrany 0.53 mm a un metro de profundidad) (Mitchell-Arana 1994, SEMARNAT 2002).
Asimismo, la localidad presenta una pendiente moderada y protegida por acantilados,
las dimensiones que presenta son de 200 m de longitud y 35 m de ancho
aproximadamente, el area resguarda uno de los arrecifes mas extensos de la region
(Leyte-Morales 2001). Finalmente, la Isla Cacaluta se caracteriza por tener una
plataforma continental muy angosta con una fuerte pendiente (Wicader & Monroe
2000) y de un sustrato arenoso grueso, asi como de una profundidad de 3 a 8 metros
(Glynn & Leyte-Morales 1997). La isla esta bajo la influencia de un rio intermitente
llamado Cacaluta, de cauce sinuoso que drena un area de 49 km? en temporada de lluvia
(Gomez-Rojo etal 2006). La bahia e Isla Cacaluta poseen uno de los sistemas arrecifales

mas importantes y mejor conservados de Oaxaca (Wicader & Moroe 2000).
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7.2. Trabajo de campo

La recolecta de los ejemplares se realizo en los meses de febrero, abril y octubre del
2017, en las localidades de Tijera, La Entrega e Isla Cacaluta y a profundidades que van
de 6 a 30 m. En los muestreos se utilizaron equipos de buceo auténomo. Para la
recolecta de los rodolitos se utilizaron bolsas de plastico, y a cada ejemplar recolectado
se le colocé una etiqueta con los datos correspondientes: recolector, profundidad,
localidad y fecha. Para su determinacion, los rodolitos fueron llevados a los laboratorios
de Histologia y Genética de la Universidad del Mar, asi como al de Bioquimica,
Inmunologia y Biologia Molecular, en la Unidad Multidisciplinaria Sisal, Yucatdan,

perteneciente a la Universidad Nacional Auténoma de México.

7.3. Trabajo de laboratorio

7.3.1. Determinacidn de las formas de crecimiento

Los ejemplares fueron observados en un estereoscopio marca Zeiss modelo Discovery
version 8 y fotografiados con una camara digital Carl Zeiss. Por ultimo, las imagenes
fueron procesadas en el programa Adobe Photoshop CS6 versién 13.0. Con el programa
Axiovision version 4.8, se tomaron las medidas de lo ancho y alto de las ramas, asi como
de la separacion entre ellas. Para poder asignar el tipo de crecimiento se utilizd la

nomenclatura propuesta por Harvey et al (2005) y Woelkerling et al (1993).

7.3.2. Determinacion taxondmica mediante analisis anatémico

En un estereoscopio Zeiss modelo Discovery V.8, se seleccionaron ramas que contaban
con un mayor numero de conceptaculos (protuberancias). Seguidamente se procedi6 a
realizar la técnica histolégica definida por Riosmena-Rodriguez et al (1999) y
modificado en Antonio-Sanchez et al (2015).

Como primer paso se realiz6 la descalcificacion. Las ramas reproductivas se
colocaron en viales con acido nitrico al 1.6 M durante un dia con recambios cada hora.
Posteriormente, el tejido descalcificado se tiié con permanganato de potasio al 0.1%,
durante un dia y con recambios cada hora. Seguidamente se llevé acabo la
deshidratacion de los tejidos a diferentes concentraciones de alcoholes: 30%, 50%,

70%, 100% y alcohol butilico (diluido al 50% con alcohol etilicoy al 100%) cada cambio
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de concentracion const6 de 30 minutos, lo anterior mediante el uso de un Histoquinet
(procesador automatico de tejidos) marca Leica. Consecutivamente los tejidos se
colocaron en un medio de inclusion tisular de parafina marca Paraplast Plus durante 12
horas a una temperatura de 60 °C, con dos cambios de parafina cada seis horas
(Riosmena- Rodriguez et al. 1999).

Después se realiz6 la inclusion de los tejidos en un dispensador de parafina
marca Leica. Los cubos resultantes fueron cortados a un grosor de 6 pm, en un
micrétomo de rotaciéon (marca Leica). Los tejidos se colocaron en un bafio Maria a 40
°C durante un minuto y seguidamente sobre portaobjetos. Para eliminar el exceso de
parafina en los tejidos, las laminillas se colocaron a 60 °C durante 12 horas en un horno.
Los residuos de parafina fueron eliminados al colocar las laminillas en una caja de
tincién que contenia Hemo-De. Finalmente, los tejidos fueron montados con resina
sintética liquida marca Cytoseal™ 60.

Con una camara digital Carl Zeiss se tomaron fotografias de las estructuras
taxonOmicas representativas. Las imagenes fueron procesadas en el programa Adobe
Photoshop CS6 version 13.0, y las placas de imagenes fueron armadas en una
diapositiva de Powerpoint. Se realizaron conteos, medidas de células y de estructuras
reproductivas mediante el uso del programa Axionvision version 4.8. Las medidas
fueron tomadas a 10 células y/o estructuras reproductivas por rodolito/especie. Para
cada estructura, se registro el intervalo minimo versus el maximo.

La determinacion del género y especie se realiz6 con las claves taxondmicas de
Womersley (1994), Wilks & Woelkerling (1995), Riosmena-Rodriguez et al. (2007) y
Harvey & Woelkerling (2007), asi mismo se contrasto la informacion de las especies
tipo y las descritas en otras regiones con las del presente estudio utilizando literatura
y fotografias del material tipo. Para cada especie determinada se integré el autor, afio
de descripcion, nimero de pagina de la referencia original, localidad tipo, asi como los
sinébnimos homotipos y heterotipos. Asimismo, se integré la distribucién regional,
habitat, y observaciones taxonémicas.

Finalmente, a los ejemplares se les asign6 una clave de herbario, la cual consta
de un numero e iniciales de la localidad en la que fue recolectada, ejemplo: 1IC

(corresponde al ejemplar numero 1, recolectado en Isla Cacaluta), 5E (corresponde al

20



ejemplar 5, recolectado en La Entrega) y 10T (corresponde al ejemplar 10, recolectado
en playa Tijera). Posteriormente fueron depositados en el Herbario de la Universidad

del Mar, campus Puerto Angel.

7.3.3. Determinacidn taxon6mica mediante analisis molecular

7.3.3.1. Extraccion de ADN

Parala extraccion de ADN, los ejemplares se preservaron en frascos que contenian silica
gel. Utilizando un estereoscopio Carl Zeiss, se seleccionaron tejidos de
aproximadamente 3 mm3 de cada ejemplar. Posteriormente de cada fragmento
obtenido se elimin6 todo organismo epifito, asi como arena u otros sustratos. En un
mortero y con un pistilo esterilizado se pulverizaron los tejidos. La extraccién del ADN
se logro después de probar diversos protocolos utilizados en distintos trabajos de algas
rojas coralinas y sedimento. A continuacion, se presenta en la tabla IlI, los protocolos y

reactivos usados para cada una de las técnicas de extraccion de ADN probadas.

Tabla II1.- Protocolos probados en la extracciéon de ADN de rodolitos del PSM. *Tampén de lisis: Tris ph7-
8, quelante, EDTA, NaCl. Buffer de extraccion: NaCl, EDTA, Tris. Solucién amortiguadora de sales B: Tris-
HCI, NaCl, EDTA. Solucién amortiguadora de almacenamiento: Tris-HCl, EDTA. Buffer TE: Tris-HCI, EDTA.
Buffer TEN: Tris-HCl, EDTA, NacCl.

Resuspension de

Protocolo Separacién de proteinas y lipidos Precipitacién del ADN ADN
Beta-Mercaptoetanol Acetato de potasio
Huggeyzetal. Buffer de extraccion Isopropanol Agua para PCR
(2002) Proteinasa K liofilizada Lavado con etanol al 70%
Cloroformo
Tampdn de lisis Acetato de potasio
SDS Isopropanol
Vidal et al (2002) Beta-Mercaptoetanol Fenol-cloroformo Buffer TE
Proteinasa K Acetato de amonio
Lavado con etanol al 70%
Buffer TEN Acetato de potasio
Rojas-Herrera et Proteinasa K suspension de SiO2 al 4% Agua destilada
al, (2008) Soluci6n de lisozima Lavado con etanol al 70% esteril
SDS al 20%
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Beta-Mercaptoetanol Acetato de potasio

Gabrielson et al. Buffer de extraccion Isopropanol

Agua para PCR
(2011) Proteinasa K liofilizada Cloroformo
Lavado con etanol al 70%
Solucién amortiguadora de sales NaCl
B .,
Solucion
Sales SDS al 20% Isopropanol amortiguadora de
Proteinasa K liofilizada Lavado con etanol al 70% almacenamiento
RNAsa
Buffer AP1 Agua para PCR
DNeasy Plant Buffer P3
Mini Kit®
Buffer AW1 Buffer AE
Buffer AW2
Buffer ATL
DN Blood & Buffer AL
easy Bloo
Tissue Kit® Buffer AW1 Buffer AE
Buffer AW2

Proteinasa K

De la aplicacién de los distintos protocolos de extraccién de ADN, se pudo
obtener ADN a partir del propuesto por Rojas-Herrera et al. (2008), mismo que fue
modificado y que se presenta a continuacion.

Del tejido pulverizado se tom6 de 0.5 a 1 g de muestra y se colocé en un tubo
eppendorf de 1.5 ml, se afadi6 1 ml de buffer TEN y 20 pl de la solucién de lisozima
(10mg/ml en buffer TE), se dejo incubar a 37°C por una hora en una incubadora marca
PolyScience y se agito por inversion cada 10 minutos. Transcurrido el tiempo los tubos
se colocaron por 10 minutos en un bafio de hielo/alcohol, posteriormente durante cinco
minutos en un bafio a 65°C. Este paso se repitio tres veces.

Seguidamente se afiadieron 100 pl de SDS al 20% (p/v) y se agitd en vortex por
un minuto. Después se incub6 a 30°C por 30 minutos. Una vez que termind la
incubacion, los tubos se centrifugaron a 10 000 xg por 10 minutos a temperatura
ambiente en una centrifuga refrigerada marca Centrifuge 5415R. El sobrenadante se
pasé a un tubo eppendorf de 1.5 ml nuevo y se afladieron 500 pl de acetato de potasio
al 5M. Se incub6 a 65°C durante 5 minutos y 20 minutos en un bafio de hielo/alcohol.

Posteriormente se centrifug6 a 12 000 xg durante 30 minutos a 4°C.
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El sobrenadante se pas6 a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 ml y se afiadieron 200
ul de la suspension de SiOz al 4% (p/v). Se agitd por inversion durante tres minutos y
se centrifugd a 11 000 xg por dos minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se
desech¢ y la pastilla resultante se lavé dos veces con 1 ml de etanol al 70% (v/v), se
centrifugé cada dos minutos a 11 000 xg a temperatura ambiente. Una vez que se
desecho el etanol, los tubos se dejaron abiertos y se colocaron en una mesa, para dejar
evaporar el resto de alcohol. Finalmente, la pastilla fue resuspendida, afladiendo 60 pl
de agua destilada estéril. Se incubé a 55°C durante cinco minutos con agitacién
ocasional y se centrifug6 a 10 000 xg durante cinco minutos a temperatura ambiente.
El sobrenadante se pas6 a un tubo eppendorf de 1.5 ml nuevo, cuidando de no tomar la

silice.

Tabla IV.-Reactivos y volimenes utilizados para cada muestra de acuerdo al protocolo de extracciéon de
Rojas-Herrera et al. (2008).

Volumen por

Reactivos
muestra
Acetato de potasio 5M 500ul
Agua destilada estéril 60 pl
Buffer TEN 1ml
) ) 0
Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 20% 100 ul
(p/v)
Etanol al 70% (v/v) 2 ml
Lisozima (se prepara al momento a 20 ul
10mg/ml H
Oxido de silicio (Si02) al 4% (p/v) 200l

Con la finalidad de obtener ADN que pudiera amplificarse mediante el método de PCR,
se utilizaron los pasos 6 a 12 del Dnaesy Plant Mini Kit®, que a continuacién se
describen:

Se agregaron 1.5 volimenes (300 pl) de buffer AW1 y se mezcl6 con una pipeta,
posteriormente se transfirieron 500 pl a la columna Dnaesy minispin y se centrifugé
durante una hora a 8000 rpm. Seguidamente la columna se colocé en un nuevo tubo de

1.5 ml y se afiadié 500 pl de buffer AW2 y se centrifugd por un minuto a = 6000 xg, y se
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desecho el sobrenadante. Posteriormente, se afiadieron 500 pl de buffer AW2 y se
centrifug6 durante dos minutos a 2000 xg. Para la elusidn se transfirié la columna a un
nuevo tubo de 1.5 ml, se afiadi6é 50 pl de buffer AE, se incub6 durante cinco minutos a
temperatura ambiente (15-25 °C) y se centrifugd a 6000 xg durante un minuto. Este
paso se repitié de nueva cuenta, pero con un volumen de 20 pl de buffer AE. Finalmente,
para la visualizacion del ADN se corrieron 5 pl del extracto en electroforesis a 80 V
durante 30 min en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio en buffer TAE

1X.

7.3.3.2. Técnica de PCR

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) es la sintesis enzimatica in vitroy la
amplificacion de secuencias de ADN especificas (Erlich 1989). El principio de la PCR, es
producir millones de copias, utilizando una polimerasa que soporte temperaturas
elevadas (Saiki et al 1988). En la reaccidn se utiliza el segmento de ADN a amplificar,
primers u oligonucleo6tidos (fragmentos de ADN complementarios que se unen a cada
uno de los extremos 3" del fragmento de ADN molde y se inicie la transcripcién), la
enzima Taq polimerasa, los deoxinucledtidos-trifosfato (dNTPs), sales, y un buffer
(Bolivar et al 2014). La PCR se realiza a partir de tres pasos:

a) Desnaturalizacion: consiste en la separacion de las dobles cadenas por ruptura
de los enlaces de hidrogeno a una temperatura de 94°C (Bolivar et al. 2014).

b) Alineamiento: consiste en la union de los primers con el ADN a una temperatura
que oscila entre 40 y 70°C. Los enlaces resultantes son estables solo si los
oligonucleotidos y el fragmento de ADN son complementarios. Asi mismo, para
fortalecer la unién entre el ADN y los oligonucleétidos, la polimerasa comienza
a unir nucledtidos complementarios adicionales en estos sitios y comienza a
copiar en sentido 5’ a 3’ (Mullis & Faloona 1987).

c) Extensién: este paso se lleva acabo a 72°C, debido a que es la temperatura en
donde la polimerasa alcanza su maxima actividad y continta la sintesis de los
fragmentos de ADN a partir de los oligonucle6tidos que ya se habian alineado

(Bolivar et al. 2014).
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7.3.3.3. Seleccién de primers

Una vez obtenido el ADN de las muestras, para fines comparativos se seleccionaron los
marcadores moleculares psbA y COI para su amplificaciéon por PCR. Se emplearon
iniciadores o primers previamente reportados que han sido exitosos para su
amplificacién en algas rojas coralinas y con el fin de aumentar las probabilidades de
amplificacion del fragmento especifico, se disefiaron iniciadores especificos para L.
muelleri (LithpsbA) a partir de la secuencia reportada en el GenBank (nimero de
acceso JQ896241.1) y con el software Primer3 v0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/) (Tabla V).

Tabla V.- Secuencias utilizadas en el presente estudio.

Autor Marcador Primers

GazF1 (5 TCAACAAATCATAAAGATATTGG 3%)
Saunders (2005) col
GazR1 (5’ ACTTCTGGATGTCCAAAAAAYCA 3%)

psbA-F (5" ATGACTGCTACTTTAGAAAGACG 3’)
Yoon etal (2002). DSDA
psbA-R2 (5 TCATGCATWACTTCCATACCTA 3°)

LithpsbA-F (5 TCATCATTGCATTCGTTGCT 3)
Presente estudio LithpsbA
LithpsbA-R (5" GCGCTGTCGACTACAGACTGA 3")

7.3.3.4. Estandarizacién y amplificacion por PCR

Se realizaron curvas de cloruro de magnesio (MgCl2) y de temperatura de alineamiento
para establecer las condiciones ideales de amplificacién para los marcadores CO/, psbA
y LithpsbA. Para cada par de primers se realiz6 una mezcla de reacciéon como se indica

en la Tabla VL.

Tabla VI.- Mezcla de reacciéon de la PCR.

Cantidad por individuo (pL) / Concentracién
Reactivos de MgCl:
2 mM 2.5 mM 3 mM
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http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/

H:20 9.56 L

Buffer 1.5 uL
MgCl; 0.6 pL
dNTPs (10mM) 0.3 puL
Primer Forward (10 mM) 0.45 pL
Primer Reverse (10 mM) 0.45 pL
Taq polimerasa (5 U pL- 0.14 uL
D

9.41 pL
1.5 pL
0.75 uL
0.3 uL
0.45 uL
0.45 uL
0.14 uL

9.26 L
1.5 pL
0.9 pL
0.3 uL
0.45 uL
0.45 uL

0.14 uL

Posteriormente, en tubos para PCR que contenian de 30-50 ng/ul de ADN
extraido, se adicionaron 13 pL de la mezcla de reaccion de la PCR, teniendo un volumen
final de 15 pL para cada concentracién de MgCl..

Para cada marcador, la amplificacién consistié en 35 ciclos y se realizé en un
termociclador Thermal Cycler Bio-Rad de acuerdo a las condiciones propuestas por
Hernandez-Kantun et al. (2015) y que se describe en la Tabla VII. En cada PCR fue

incluida una muestra que hubiera amplificado anteriormente que sirvié de control

positivo.

Tabla VII.- Perfil de temperatura de la reacciéon de PCR para los marcadores moleculares COI, psbA y

LithpsbA. En la curva de temperatura se probaron las siguientes temperaturas.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 °C 1 min
Desnaturalizacion 94 °C 1 min

50 °C
47.9°C 35
Alineamiento 30 min
43.9°C
40.0 °C
Extension 72°C 1 min
Extension final 72°C 5 min

Debido a la falta de amplificacién del ADN con todas las temperaturas probadas

en la curva a diferentes concentraciones de MgCl2 y ADN gendémico total, se emple6 el

Kit TypelT de QIAGEN®, que emplea HotStart Taq Plus, esta enzima comienza a

trabajar hasta que llega a una temperatura especifica y por esa razén es mucho mas
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eficiente en la reaccion de PCR. Para la mezcla de reaccion, se utilizaron 5 pL de master
mixy 3 pL de primer mix (10 mM). Posteriormente a cada tubo con los 8 uL de la mezcla
de reaccion, se le agregaron 30-50 ng/uL de ADN gendmico total, teniendo un volumen
final de 10 pL.

Para cada par de primers, la amplificacién consisti6é en 28 ciclos y se realiz6 en
un termociclador Thermal Cycler Bio-Rad, las condiciones se describen en la Tabla VIII

y en cada PCR se incluyé un control positivo.

Tabla VIIL.- Condiciones de la amplificacién por PCR.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 °C 5 min
Desnaturalizacion 95°C 30s
Alineamiento 50°C 90s 28
Extension 72°C 30s
Extensidn final 60°C 30 min

Para la visualizacion de los productos PCR, se observaron mediante
electroforesis a 80 V durante 30 min en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de
etidio en buffer TAE 1X. Como referencias de los tamafios de las bandas observadas en
los geles, se utilizé el marcador 1Kb plus, que contiene fragmentos de 100 a 1000 pb.
Las imagenes de las bandas fueron fotografiadas con una camara digital marca Canon,
posteriormente en el programa Photoshop CS6 v13.0, se ajusto el brillo y el contraste
luminoso para optimizar la identificacién de las bandas.

Una vez que se observaron productos de PCR para €Ol psbA 'y LithpsbA de
concentracion suficiente (30-50 ng/pl) se enviaron a secuenciar en ambas direcciones

(Forwardy Reverse) al servicio de secuenciaciéon Sanger de la Universidad de Illinois.

7.3.3.5. Control de calidad
Los electroferogramas con las secuencias se visualizaron en el programa BioEdit 7.2.5
(Hall 1999) para hacer un control de calidad de cada uno de los nucledtidos de cada

secuencia. Para comprobar la integridad de las secuencias, se emplearon las secuencias
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complementarias forward y reverse y nicamente se usd la extension donde ambas
secuencias coincidieran en su totalidad y se obtuvo una secuencia consenso.

Para cada marcador molecular se obtuvo una secuencia consenso, estas se
analizaron en el GenBank utilizando la herramienta BLASTN y se confirmo la semejanza
con alguin ejemplar del género Lithothamnion. Posteriormente se descargaron para
cada gen todas las secuencias correspondientes al género y una secuencia
correspondiente al género Lithophyl/lum (para emplear como grupo externo). En el
programa BioEdit 7.2.5 las secuencias unicas obtenidas en el GenBank se alinearon
junto con las obtenidas en este trabajo (Anexo 3) y posteriormente fueron traducidas a
secuencias proteicas, para corroborar la identidad de estos (Anexo 4). Las
reconstrucciones filogenéticas se realizaron tanto con las secuencias nucleotidicas

como proteicas.

7.3.3.6. Reconstruccidn filogenética
Con el fin de representar las relaciones filogenéticas de las especies formadoras de
rodolitos se construyeron dos alineamientos ClustalW: el primero fue para el marcador
molecular psbA y el segundo alineamiento corresponde al marcador molecular COL

Para encontrar el modelo de sustitucion de nucleétidos que mejor se ajustara a
los datos se utiliz6 el programa PhyML 3.0 (Guindon et al. 2010) con el criterio de
informacion Akaike (AIC) y de soporte fast likelihood. Las reconstrucciones
filogenéticas se realizaron por el método de reconstruccion de maxima verosimilitud.
Para saber la confiabilidad de los analisis filogenéticos, para ambas reconstrucciones se
utilizaron 500 réplicas de soporte bootstrap.

Finalmente, la distancia genética entre especies se calculé en el programa MEGA
X (Kumar et al. 2018), mediante el modelo de distancias pareadas y el parametro de
distancia Kimura 2-parametros, con un bootstrap de 500 réplicas. De igual forma para
comparar entre grupos se utilizé el modelo de distancia media entre grupos con el
parametro de distancia Kimura 2-parametros, con un bootstrap de 500 réplicas

(Kimura 1980, Kumar et al. 2018).
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8. Resultados

8.1. Determinacion de las formas de crecimiento

De los 69 rodolitos recolectados, estos presentaron una forma de crecimiento fruticosa,
grumosa, incrustante-fruticosa y verrugosa, sin embargo, la forma de crecimiento

fruticosa fue la mas representativa para cada localidad de estudio (Fig. 6).
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Figura 6.- Formas de crecimiento de los rodolitos recolectados en las tres localidades de estudio.

8.2. Determinacion taxondmica mediante analisis anatomico
De la determinacion taxonémica mediante el analisis de caracteres, se obtuvo que el
100% de los organismos formadores de rodolitos son monoespecificos, y la especie

conformadora es L. cf. muelleri. A continuacion, se presenta la diagnosis de la especie.

Reino Plantae Haeckel, 1866
Filo Rhodophyta Wettstein, 1901
Clase Florideophyceae Cronquist, 1960
Orden Corallinales P.C. Silva & H.W. Johansen, 1986:
Familia Hapalidiaceae J.E. Gray, 1864
Subfamilia Melobesioideae Bizzozero, 1885

Género Lithothamnion Heydrich, 1897
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Lithothamnion cf. muelleri

(Figs. 7A-Gy 8A-D)

Material tipo de la especie nominal: Lectotipo en CN (Herbario Lenormand, no
numerado); designado por Woelkerling (1983, p. 190); descrito en Woelkerling (1983,
Fig. 29) y en Wilks & Woelkerling (1995, Fig. 1A). Isolectotipos: MEL 588439; L 941.
149-249 (Comunicado por Lenormand) (Womersley 1994).
Sindnimos heterotipos: Archaeolithothamnion mirabile Foslie 1899, Lithothamnion
muelleri f. cingens Foslie 1900, Lithothamnion gabrieli Foslie 1905, Lithothamnion
mirabile (Foslie) Foslie 1909, Mesophyllum gabrielii (Foslie) W.H. Adey 1970.
Localidad tipo de la especie nominal: Western Port, Victoria, sur de Australia (Wilks &
Woelkerling 1995: 555).
Descripcidn
Estructuras vegetativas: Algas calcificadas de vida libre, los talos crecen de forma
incrustante-fructicosa, grumosa, fruticosa y verrugosa (Fig. 7A-C). Las algas presentan
un nucleo de roca o coral. Las ramas son simples y miden entre 6 a 8 mm de didmetro y
de 4 a 6 mm de alto. Los conceptaculos en la superficie de las ramas se encuentran de
forma uniporada, multiporada senescente, volcan y/o en hendidura (Fig. 7D-G).

La elongacion celular se produce principalmente en la region subepitelial, sitio
en donde por lo general las células son mas cortas o iguales (6-10 pm de diametro y 6-
9 um de alto) que sus derivados internos inmediatos (7-10 um de didmetro y 6-8 pm de
alto (Fig. 8A). Los filamentos adyacentes se encuentran unidos por fusiones celulares
(Fig. 8A). No se observa presencia de tricocistos (Fig. 8A). Las células epiteliales
presentan una pared distal de forma aplanada (Fig. 8B).
Estructuras reproductivas. Los conceptaculos esporangiales se encuentran en la
superficie e inmersos en el talo vegetativo. El techo de los conceptaculos se encuentra
formado de seis a 10 capas de células, y no presenta depresiones (Fig. 8C). Las cAmaras
de los conceptaculos presentan un didmetro de 300-450 yum y una altura de 118-250
um (Fig. 8C)
Los canales de los poros estan rodeados por células que son similares en tamafio y

forma con respecto a otras células en el techo del conceptaculo (Fig. 8D). Los
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esporangios maduros presentan un arreglo zonado, tienen un didmetro de 35-52 umy
una altura de 33-70 pm (Fig. 8C). No se observaron conceptaculos gamentagiales.
Material examinado: La Entrega: 1E, 2E, 3E, 4E, 5E, 6E, 7E, 8E, 9E, 10E, 11E, 12E. Playa
Tijera: 1T, 2T, 3T, 4T, 5T, 6T, 7T, 8T, 9T, 10T, 11T, 12T, 13T, 14T, 15T, 16T, 17T, 18T,
19T, 20T, 21T, 22T, 23T, 24T, 25T. Isla Cacaluta: 11C,2IC, 3IC, 4IC, 5IC, 6IC, 71C, 8IC, 9IC,
10IC, 11IC, 12IC, 13IC, 14IC, 15IC, 16IC, 17IC, 18IC, 19IC, 20IC, 21IC, 22IC, 23IC, 24IC,
25IC, 26IC, 271C, 28IC, 29IC, 30IC, 31IC, 32IC.

Observaciones ecoldgicas: La especie se distribuye desde la zona intermareal hasta los
30 m de profundidad, en zonas arenosas y al pie de los arrecifes coralinos, los ejemplas
del PSM, solo se encontraron formando agregaciones.

Distribucion geografica: Atlantico Oriental Tropical y subtropical. Atlantico Occidental:
Argentina y Brasil. En el sureste de Asia: Golfo de Arabia. En Asia: Corea. En la Antartida
y las islas sub-antarticas (Guiry & Guiry 2019). Al sur de Australia en el Puerto
Occidental, Victoria. En el Pacifico Oriental: En Washington, Baja California Sur,
Nicaragua y Costa Rica (Robinson et al. 2013). En el PSM: playas Manzanillo y Carey
(Peralta-Garcia & Rosas-Alquicira 2014), en Punta Maldonado, Guerrero; en La Entrega,
Tijera e Isla Cacaluta, Oaxaca.

Notas taxondmicas: Los caracteres que diferencian a la especie de otras especies del
género son: 1) la forma y el tamafio de las células que bordean los canales de los poros
del conceptaculo son semejantes y 2) la ausencia de depresiones en el techo de los
conceptaculos (Womersley 1994, Wilks & Woelkerling 1995,). Mismos caracteres que
se lograron encontrar en el presente estudio. Por otra parte, se observa que la division
celular en las células subepiteliales es muy constante en todos los ejemplares, por lo

que es dificil distinguir el tamafio de los mismos con respecto a las células subsecuentes.

31



Figura 7.- Formas de crecimiento y vista superficial de los conceptaculos de Lithothamnion cf. muelleri
(A, 1T; B, 1IG; C, 9E; D, 6IC; E, 5IC; F, 10E G, 9IC). A) Forma de crecimiento fruticosa. B) Forma
de crecimiento incrustante-grumosa. C) Forma de crecimiento grumosa. D) Conceptaculos
uniporados. E) Conceptaculo multiporado senescente (flecha). F) Conceptaculo multiporado en

forma de volcan. G) Conceptaculo multiporado en hendidura. Las barras de escala representan:

A-C 10 mm; D-G 2 mm.
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Figura 8.- Caracteres anatémicos vegetativos y reproductivos de Lithothamnion cf. muelleri (A y D, 30IC;
B, 1E; C, 191C). A) Células subepiteliales cortas o iguales que sus derivados inmediatos (flecha
con muesca); fusiones celulares entre filamentos adyacentes (flechas). B) Paredes distales de las
células epiteliales con forma aplanada (flecha). C) CAmara del conceptaculo multiporado, con un

tetraesporangio zonado (flecha). D) Seccién del techo de la camara del conceptaculo
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multiporado, con un canal tapén del poro (flecha) con filamentos adyacentes de células

vegetativas de igual forma y tamafo. Las barras de escala representan: A, 100 pm; B-D, 20 pum.

8.3. Determinacion taxondmica mediante analisis molecular

8.3.1. Extracciéon de ADN

Un total de 69 ejemplares de algas rojas coralinas no geniculadas formadoras de
rodolitos fueron utilizadas para la extraccion de ADN, de los cuales se logré extraer ADN
de 15 ejemplares. El protocolo con mayor éxito de extraccién fue el propuesto por
Rojas-Herrera et al. (2008). Mientras que con los protocolos DNeasy Plant Mini Kit®;
DNeasy Blood & Tissue Kit®; Gabrielson et al (2011) y Sales no se logré observar ADN
de las muestras. Sin embargo, con el protocolo propuesto por Vidal et al (2002), se

visualizaron bandas tenues (Fig. 9).
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Figura 9.- Extraccién de ADN. Se muestran geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio de cada
uno de los protocolos de extracciéon probados. A) DNeasy Plant Mini Kit; B) DNeasy Blood &
Tissue Kit; C) Gabrielson et al. 2011; D) Sales; E, Vidal et al 2002; F, Rojas-Herrera et al. 2008).
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A-D) No se observa presencia de ADN. E) Se observa la presencia de ADN con el uso de fenol
cloroformo, la flecha sefiala la banda de ADN. F) Se observa la presencia de ADN con el uso de

silice, pero estas se encuentran degradadas.

8.3.2. Estandarizacion y amplificacion por PCR

Para la optimizacion de la PCR, con la curva de temperatura, se obtuvo que para los
genes COly psbA, latemperatura de alineamiento éptima es de 50 °C. Mientras que para
el par de primers LithpsbA es de 57 °C (Fig. 10). De las 15 muestras de ADN, solo se
lograron amplificar dos muestras con los marcadores moleculares COJ, LithpsbAy solo
una muestra con el marcador molecular psbA (Fig. 11). Las muestras amplificadas
corresponden al ejemplar 31IC. Con respecto a la variacion en la concentraciéon de
magnesio, al no haber efecto alguno en la reaccién, se decidi6 utilizar 2.5 mM, ya que es

la concentracion recomendada para la enzima.

Figura 10.- Optimizacién de la PCR. A) Amplificacién a 50 °C. Gel de agarosa en donde se observa la
amplificacién del marcador molecular psbA con un tamafio de 850 pb (flecha con relleno) y los
marcadores moleculares CO/de 650 pb (flecha con muesca) y rbcl. de 650 pb (flecha sin relleno).
B) Amplificacion a 57 °C. Gel de agarosa en donde se observa la amplificacion del control positivo
con el marcador molecular psbA, pero no de las muestras (flecha rellena), mientras que con el
marcador molecular LithpsbA con un tamafio de 950 pb, se observa la amplificaciéon de la

muestra 31IC (flecha sin relleno).
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Figura 11.- A) Gel de agarosa en donde se observa la amplificacién de las muestras 31IC y 6E con el
marcador molecular €O/ de 650 pb (flecha con relleno) y con el marcador molecular psbA de
850 pb (flecha sin relleno). B) Gel de agarosa en donde se observa la amplificacion de la muestra

31IC con el marcador molecular LithpsbA de 950 pb (flecha sin relleno).

8.3.3. Analisis de secuencias
A partir de la secuenciacién, para el marcador molecular CO/ se obtuvieron las
secuencias forward de 683 pb y reverse de 700 pb. Por otra parte, para el psbA, el
tamafio de la secuencia forward fue de 830 pb y para el reverse fue de 730 pb.
Posteriormente para cada marcador molecular se obtuvo una secuencia consenso de
710 pb para psbA y una de 490 pb para COL

A partir de las secuencias consensos, con el fin de representar las relaciones
filogenéticas de las especies formadoras de rodolitos se construyeron dos
alineamientos: el primero fue para el marcador molecular psbA de 450 pb, que incluye
18 secuencias del Genbank y una correspondiente al presente estudio. El segundo
alineamiento corresponde al marcador molecular €O/ de 477pb, con 16 secuencias del

GenBank y una perteneciente a este estudio (Anexo IV).

36



El modelo de evolucién o de sustitucién nucleotidica se escogié de acuerdo a los
criterios de Informacion Akaike “AIC” (Akaike 1973) y al Criterio de Informacion
Bayesiana “BIC” (Schwarz 1978). El modelo de sustitucién que mejor se ajusta a la
region amplificada del marcador €O/ con las secuencias nucleotidicas, ha sido el modelo
general time-reversible con el uso de la distribucién Gamma (GTR + G) (Tabla IX),
mientras que para las secuencias de aminoacidos es el modelo general de sustitucion
de aminoacidos mitocondriales con el uso de la distribucién gamma (Mtzoa + G) (Tabla
X). Por otra parte, el modelo de sustitucion que se ajusta mejor a la region amplificada
del marcador psbA con las secuencias nucleotidicas ha sido el modelo general time-
reversible con el uso de la distribucién Gamma y asumiendo sitios invariables (GTR +
G + I) (Tabla XI), mientras que para los datos con las secuencias de aminoacidos es el
modelo general de sustitucion de aminoacidos mitocondriales con el uso de la

distribuciéon gamma (Mtzoa + G) (Tabla XII).

Tabla IX.- Modelos de sustitucién para las secuencias nucleotidicas del marcador €O/ determinados por
PhyML de acuerdo a los mejores valores de maxima verosimilitud de los criterios AIC y BIC. AIC= Criterio

de informacion de Akaike, BIC= Criterio de Informacién Bayesiana.

Modelo Criterio AIC Criterio BIC
GTR+ G 3845.30234 4012.00299
GTR+G+1 3847.30208 4018.17025
GTR +1 3848.57008 4015.27073
TN93 + G 3853.21502 4007.41313
GTR 3993.21788 4155.75102

Tabla X.- Modelos de sustitucién para las secuencias de aminoacidos del marcador €O/determinados por
PhyML de acuerdo a los mejores valores de maxima verosimilitud de los criterios AIC y BIC. AIC= Criterio

de informacién de Akaike, BIC= Criterio de Informacién Bayesiana.

Modelo Criterio AIC Criterio BIC
MtZoa+ G 1168.70226 1266.70530
MtZoa +G + 1 1169.54332 1270.60895
MtArt + G 1174.20978 1272.21282
MtZoa+ G+ F 1182.37424 1338.56658
LG 1182.68266 1338.87500
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Tabla XI.- Modelos de sustitucién para las secuencias nucleotidicas del marcador psbA determinados por
PhyML de acuerdo a los mejores valores de maxima verosimilitud de los criterios AIC y BIC. AIC= Criterio

de informacion de Akaike, BIC= Criterio de Informacién Bayesiana.

Modelo Criterio AIC Criterio BIC
GTR+ G+ 1 3446.57432 3631.49046
GTR +G 3451.82542 3632.63231
TN93 + G + 1 3455.91156 3628.49995
GTR + 1 3461.64136 3642.44825
GTR 3647.37642 3824.07406

Tabla XII.- Modelos de sustitucion para las secuencias de aminoacidos del marcador psbA determinados
por PhyML de acuerdo a los mejores valores de maxima verosimilitud de los criterios AIC y BIC. AIC=

Criterio de informacién de Akaike, BIC= Criterio de Informacién Bayesiana.

Modelo Criterio AIC Criterio BIC
MtZoa+ G 1019.92802 1128.07008
MtZoa +G + 1 1021.92658 1133.07259
CpREV + G 1022.57182 1130.71388
Blosum62 + G 1028.71638 1136.85844
MtArt + G 1030.05690 1138.19896

8.3.3.1. Reconstruccion filogenética con el marcador molecular €O/
Una vez obtenido el mejor modelo de sustitucion, este se empled para realizar la
reconstruccion filogenética por medio del método de maxima verosimilitud con las
secuencias nucleotidicas del marcador molecular CO! (Fig. 12). En este analisis se
empleo al género Lithophyllum como grupo externo, 15 secuencias de las especies del
género Lithothamnion del GenBank y una secuencia del presente estudio. La
reconstruccion filogenética, reveld la presencia de una especie genéticamente
semejante a la que se encuentra distribuida en el Pacifico de Panama PHYK0S7249
(KU504277).

En este analisis, los miembros del género Lithothamnion comprenden un clado
monofilético con un soporte para bootstrap de 500. Asi mismo se observa que el orden
de ramificacion dentro de este linaje se encuentra resuelto, ya que no hay politomia

compuesta por nodos con bajos valores de soporte.
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Figura 12.- Reconstruccion filogenética de las secuencias nucleotidicas de la regién €O/con el método de Maxima Verosimilitud y el modelo de sustituciéon
nucleotidica GTR + G, en 16 especies de Lithothamnion y una de Lithophyllum. Los valores de bootstrap se muestran debajo de las ramas. La
secuencia obtenida en el presente trabajo se sefiala en negritas (311C) (Lithothamnion sp.), las secuencias disponibles en la base de datos del

GenBank se encuentran indicadas con el numero de acceso. El recuadro negro indica las especies pertenecientes a la region templada y los

recuadros rojos a la regién tropical.
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Figura 13.- Reconstruccidn filogenética de las secuencias de aminoacidos de la regiéon €O/, con el método

de Maxima Verosimilitud y el modelo Mtzoa + G, en 16 especies de Lithothamnion y una de

Lithophyllum. Los valores bootstrap se muestran debajo de las ramas. La secuencia obtenida en

el presente trabajo se sefiala en negritas (311C) (Lithothamnion sp.), las secuencias disponibles

en la base de datos del GenBank se encuentran indicadas con el niimero de acceso. El recuadro

negro indica las especies pertenecientes a la regiéon templada y los recuadros rojos a la region

tropical.

El grado de similitud de la especie descrita en el presente estudio vs la especie

Lithothamnion sp. PHYKOS7249 (KU504277) reportada por Richards et al. (2016), es

alta, debido a que se observa una distancia genética del 0.42% (Tabla XIII) y que

corresponde a dos sitios variables o polimdrficos.
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Tabla XIIIL.- Distancias genéticas para el marcador €O/, con el modelo de distancias pareadas, mediante el
pardmetro de distancia de Kimura 2-parametros, con bootstrapde 500 réplicas. En paréntesis se muestra

el Id. No., de cada secuencia.

K2P Desviacién estandar
Lithothamnion sp. vs Lithothamnion sp. (PHYKOS7249) 0'0042210551 0.0028631325

Asi mismo, al realizar el andlisis de distancia media entre grupos, observamos
que el grupo 1 compuesto por la especie determinada en el presente estudio y la especie
Lithothamnion sp. PHYKOS7249 (KU504277), presentan una distancia genética de 12

a 15% con respecto a los demas grupos (Tabla XIV).

Tabla XIV.- Distancias genéticas para el marcador COJ, con el modelo de distancia media entre grupos,
mediante el parametro de distancia de Kimura 2-pardmetros, con bootstrap de 500 réplicas. En negritas
se muestran los grupos formados. En paréntesis se muestra el Id. No., de cada secuencia. El grupo 1

corresponde a las especies Lithothamnion sp.y Lithothamnion sp. PHYK0S7249 (KU504277).

K2P Desviacién estindar

Grupo 1 vs Grupo 2
L. lemoineae (GWS024053) 0.1291 0.0169
L. lemoineae (GWS042059)

Grupo 1 vs Grupo 3
L. corallioides (CPVP-1167) 0.1398 0.0178
L. corallioides (CPVP-649 )

Grupo 1 vs Grupo 4
L. glaciale (GWS018166) 0.1419 0.0174
L. glaciale (GWS029946 )

Grupo 1 vs Grupo 5
Lithothamnion sp. (GWS020939) 0.1290 0.0169
Lithothamnion sp. (GWS022118)

Grupo 1 vs Grupo 6
Lithothamnion sp. (CPVP-28) 0.1291 0.0170
Lithothamnion sp. (CPVP-30)
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Grupo 1 vs Grupo 7
Lithothamnion sp. (FRA2177) 0.1107 0.0151
Lithothamnion sp. (LAF6970C)

Grupo 1 vs Grupo 8
Lithothamnion sp. (FRA1148) 0.1569 0.0192
Lithothamnion sp. (FRA1059)

A partir de las secuencias nucleotidicas, se muestra un patrén biogeografico
entre las especies, en este caso solo se generan dos regiones a partir de la temperatura
(templadas y tropicales) (Fig. 12). Este mismo patrén se corrobora con el andlisis
realizado con las secuencias de aminoacidos (Fig. 13), ya que de igual forma quedan en
el mismo clado las secuencias PHYKOS7249 (KU504277) y la determinada en el
presente estudio. Finalmente, podemos sugerir que el marcador molecular COj es de
utilidad para resolver la variacién a nivel especifico de las algas rojas coralinas no

geniculadas.

8.3.3.2. Reconstruccion filogenética con el marcador molecular psbA

Del analisis filogenético, con el marcador molecular psbA (Fig. 14) que utiliza a un
miembro del género Lithophyllum como grupo externo, 17 secuencias de las especies
del género Lithothamnion (Corallinales) y una del presente estudio. Este analisis reveld
la presencia de una especie distinta a L. muelleri GALW:15734 (JQ896241), pero
genéticamente semejante a la que se encuentra distribuida en el Pacifico de Panama
PHYKO0S7249 (KP844865).

En este analisis, los miembros del género Lithothamnion comprenden un clado
monofilético con un soporte bootstrap de 500. Asi mismo se observa que el orden de
ramificacion dentro de este linaje, se encuentra resuelto, sin embargo, en el clado
compuesto por dos individuos de L. glaciale BM000657610 (KY042230), L. glaciale
US170936 (KP142722) y L. erinaceum NCCA0137 (MG191373), observamos una
politomia (nodo con mas de tres ramas) con un soporte bajo de bootstrap de 174.

Asi mismo, el andlisis filogenético nos agrupa en un clado a las especies L.

muelleri GALW:15734 (JQ896241) y Lithothamnion sp. FRA2177 (K]710349), por lo
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que podriamos suponer que son la misma especie. Por otra parte, en el analisis
filogenético con las secuencias de aminoacidos, se observa un alto grado de politomia,

por lo que la ramificacion de los nodos no se encuentra resuelto (Fig. 15).

I—I— Lithothamnion muelleri (JQ896241) I

| 472 L— Lithothamnion sp. (ki710349) |

| Lithothamnion corallioides (KC819256)

27 | Lithothamnion corallioides (KC819261)

Lithothamnion lemoineae (KY042234)
127
Lithothamnion lemoineae (KY042231)

415 Lithothamnion glaciale (KY042230)

238 Lithothamnion glaciale (KP142722)
174

Lithothamnion erinaceum (MG191373)

| Lithothamnion sp. (KU557493)

a0 | Lithothamnion sp. (KU557494)

Lithothamnion squamulosum (MH252306)

s00 | Lithothamnion squamulosum (MH252257)

267

| Lithothamnion sp.

156 | Lithothamnion sp. (KP844865)

Lithothamnion sp. (KJ710353)
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Lithothamnion crispatum (KYA485304)
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Lithothamnion crispatum (KY485305)

Lithophyllum atlanticum (MG517487)

020

Figura 14.- Reconstruccion filogenética de las secuencias nucleotidicas de la regién psbA, con el método
de Maxima Verosimilitud y el modelo de sustitucién nucleotidica GTR + G + I, en 18 especies de
Lithothamnion y una de Lithophyllum. Los valores de bootstrap se muestran en las ramas. La
secuencia obtenida en el presente trabajo se sefiala en negritas (311C) (Lithothamnion sp.), las
secuencias disponibles en la base de datos del GenBank se encuentran indicadas con el nimero
de acceso. El recuadro negro indica las especies pertenecientes a la regién templada, el recuadro

azul perteneciente a regiones subtropicales y el recuadro rojo a la regién tropical.
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Figura 15.- Reconstruccién filogenética de las secuencias de aminoacidos de la regiéon psbA, con el
método de Maxima Verosimilitud y el modelo Mtzoa + G, en 16 especies de Lithothamnion yuna
de Lithophyllum. Los valores bootstrap se muestran debajo de las ramas. La secuencia obtenida
en el presente trabajo se seflala en negritas (31IC) (Lithothamnion sp.), las secuencias

disponibles en la base de datos del GenBank se encuentran indicadas con el nimero de acceso

El andlisis de la distancia genética mediante el método de distancias pareadas
determin6 que el grado de similitud entre Lithothamnion sp. y Lithothamnion sp.
PHYKOS7249 (KP844865) es alta, ya que observamos una distancia de 1% que
representa a siete sitios variables o polimorficos. Asi mismo se calcul6 la distancia
genética para Lithothamnion sp. vs L. muelleri GALW:15734 (JQ896241) y en donde
observamos una distancia genética del 9.81% (Tabla XV), que representa a 41 sitios

variables o polimérficos.
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Tabla XV.- Distancias genéticas para el marcador psbA, con el modelo de distancias pareadas, mediante
el parametro de distancia de Kimura 2-pardmetros, con bootstrap de 500 réplicas. En negritas la especie

descrita en el presente estudio. En paréntesis se muestra el Id. No., de cada secuencia.

K2P Desviacién estandar

Lithothamnion sp. vs Lithothamnion sp.
(PHYK0S7249)
Lithothamnion sp. vs L. muelleri (GALW:15734) 0.0981026357 0.0157979864

0.0157195676 0.0059110356

Por otra parte, al determinar la distancia genética entre L. glaciale
BM000657610 (KY042230), L. glaciale US 170936 (KP142722) y L. erinaceum
NCCA0137 (MG191373), se observan distancias menores a 0.67% (Tabla XVI). Asi
mismo, en el clado compuesto por L. muelleri GALW:15734 (JQ896241) y
Lithothamnion sp. FRA2177 (K]710349), se observa una distancia genética del 4.15%

(Tabla XVI), que representan 18 sitios variables o polimoérficos.

Tabla XVI.- Distancias genéticas para el marcador psbhA, con el modelo de distancias pareadas, mediante
el pardmetro de distancia de Kimura 2-parametros, con bootstrap de 500 réplicas. En paréntesis se

muestra el Id. No., de cada secuencia.

K2P Desviacién estandar
L. glaciale (BM000657610) vs L. glaciale (US 170936) 0.0000000000 0.0000000000
L. glaciale (BM000657610) vs L. erinaseum (NCCA0137) 0.0067002379 0.0038824119
L. glaciale (US 170936) vs L. erinaseum (NCCA0137) 0.0067002379 0.0038824119
L. muelleri (GALW:15734 ) vs Lithothamnion sp.
0.0415981189 0.0102638312

(FRA2177)

Para observar la distancia genética entre grupos o clados, se realiz6 el analisis
de distancia media entre grupos. En el cual, se obtuvo que el grupo 1, compuesto por la
especie determinada en el presente estudio y la especie Lithothamnionsp. PHYKOS7249
(KP844865), presentan distancias que van de 6 a 13% con respecto a los demas grupos

(Tabla XVII).
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Tabla XVII.- Distancias genéticas para el marcador psbA, con el modelo de distancia media entre grupos,
mediante el pardmetro de distancia Kimura 2-pardmetros, con bootstrap de 500 réplicas. En negritas se
muestran los grupos formados. En paréntesis se muestra el Id. No., de cada secuencia. El grupo 1

corresponde a las especies Lithothamnion sp.y Lithothamnion sp. (KP844865).

K2P Desviacién estandar

Grupo 1 vs Grupo 2
L. corallioides (GALW:15750) 0.0618 0.0117
L. corallioides (CPVP-691)

Grupo 1 vs Grupo 3

L. lemoineae (US170970) 0.0765 0.0133
L. lemoineae (BM000044415)

Grupo 1 vs Grupo 4

L. glaciale (BM000657610)

L. glaciale (US 170936)

L. erinaceum (NCCA0137)

0.0758 0.0133

Grupo 1 vs Grupo 5
L. squamulosum (5S169) 0.0866 0.0156
L. squamulosum (BM000044392)

Grupo 1 vs Grupo 6

L. Crispatum (ND226)

L. Crispatum (RB623156)
Lithothamnion sp. (FRA1993)

0.1325 0.0170

Grupo 1 vs Grupo 7
L. muelleri (GALW:15734) 0.0894 0.0138
Lithothamnion sp. (FRA2177)

Grupo 1 vs Grupo 8
Lithothamnion sp. (LAF5421) 0.0818 0.0135
Lithothamnion sp. (LAF6494)

Se confirma un patrén de distribucién disyunta en el clado compuesto por L.
muelleri GALW:15734 (JQ896241) perteneciente a las costas del golfo de California y
Lithothamnion sp. FRA2177 (K]J710349) perteneciente a las costas del Atlantico, con un
soporte bootstrap de 472. Asi mismo, se generan tres regiones biogeograficas a partir

de la temperatura: templadas, subtropicales y tropicales.
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La especie secuenciada en el presente estudio, al encontrarse en el mismo clado
que la especie perteneciente a las costas del Pacifico de Panama con un soporte
bootstrap de 486 y con una distancia genética del 1%, sugiere una distribucion
biogeografica que va desde las costas del Pacifico Sur de México hasta las costas de
Panama.

Finalmente, podemos deducir que el marcador molecular psbA es de utilidad
para resolver la variaciéon de especies de las algas rojas coralinas formadoras de

rodolitos.

9. Discusién

9.1. Determinacién taxonémica mediante analisis anatomico

Para el caso de la determinaciéon taxondmica mediante el analisis de caracteres
morfolégicos y anatémicos, se confirmé la presencia de L. cf. muelleri, pero no se
observo la presencia de P. lenormandiiy S. fructiculosus, ambas especies previamente
citadas por Peralta-Garcia & Rosas-Alquicira (2014) y Fragoso & Rodriguez (2002)
respectivamente. Esto pudo deberse a que los organismos fueron determinados con
base en caracteres hoy en dia no validos para las especies. Para el caso de S.
fructiculosus, Fragoso & Rodriguez (2002) no describen la presencia de esporas dentro
de los conceptaculos uniporados, mientras que para P. lenormandiji, al revisar la
descripcion del material tipo y la descrita por Peralta-Garcia & Rosas-Alquicira (2014),
se observa que no coinciden los caracteres distintivos como son: conceptaculo
esporangial multiporado por encima de la regién vegetativa, nunca inmerso y la
presencia de células estériles en el interior de la camara del conceptaculo (Irvine &
Chamberlain 1994). Con lo mencionado anteriormente es importante revisar de nueva
cuenta los ejemplares, para tener una mejor identificacion de las especies.

En el PSM, se tiene el registro de Lithothamnion, Lithophyllum, Phymatolithony
Spongites, como géneros de algas rojas coralinas no geniculadas (Leén-Alvarez &
Gonzalez-Gonzalez 1993, Mateo-Cid & Mendoza-Gonzalez 1997, 1998, Mendoza-
Gonzalez & Mateo-Cid 1999, Fragoso & Rodriguez 2002, Peralta-Garcia & Rosas-

Alquicira 2014). De los anteriores géneros, solo se pudo confirmar la presencia de
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Lithothamnion, como un género formador de rodolitos. Entre los caracteres que
distinguen a dicho género se encuentran las células epiteliales con forma de tazon, el
tamafio de las células subepiteliales que van de largas a mas larga que sus derivados
inmediatos, la presencia de fusiones celulares y de conceptaculos tetraesporangiales

multiporados (Harvey & Woelkerling 2007) (Tabla XVIII).

Tabla XVIIIL.- Caracteres vegetativos y reproductivos a nivel de género. Informaciéon compilada de

Womersley (1994) y Harvey & Woelkerling (2007).

Caracteres
Forma de la célula Tamatio de las Fusiones Conceptaculo
Géneros epitelial células celulares tetraesporangial

P subepiteliales P g

Lithothamnion Tazén Largas Presentes Multiporado
Lithophyllum Aplanada Largas Ausentes Uniporado
Phymatolithon Redonda Cortas Presentes Multiporado
Spongites Aplanada Largas Presentes Uniporado

Conrespecto alos registros de Lithothamnion, en el PSM, se tiene a Lithothamnion
australeFoslie 1904 en las costas de Oaxaca (Leén-Alvarez & Gonzalez-Gonzalez 1993)
y Lithothamnion phymatodeum Foslie 1902, en la Ropa, Zihuatanejo, Guerrero
(Fragoso & Rodriguez 2002).

Wiliks & Woelkerling (1995) sugieren que la forma del conceptaculo
esporangial, la forma y tamafio de las células adyacentes al poro y la presencia o
ausencia de depresiones en el techo de los conceptaculos esporangiales, son los
caracteres mas importantes para diferenciar entre las especies de Lithothamnion en la
region templada del Indico. En el lectotipo de la especie nominal los conceptaculos
esporangiales son de forma ovalada y sin depresiones en el techo, las células que se
encuentran rodeando el canal del poro del conceptaculo esporangial son de igual forma
y tamafio (Womersley 1994). Los caracteres anteriores fueron observados en el
presente estudio

Por otra parte, en las descripciones de L. australe, realizadas en el PSM, solo

mencionan la presencia de conceptaculos con forma prominente pero no se hace
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mencion de la presencia o ausencia de depresiones en el techo de la camara de los
conceptaculos y tampoco sobre la forma y tamafio de las células que rodean los canales
de los poros (Foslie 1899, Dawson 1953, 1960). Mientras que en L. phymatodeum, se
menciona la presencia de conceptaculos con formas convexas a discoidales, el techo de
la camara de los concepticulos se encuentra ligeramente deprimido, pero no se
describen las formas y tamafos de las células que rodean los canales de los poros.
(Foslie 1902, Fragoso & Rodriguez 2002). Por lo que se sugiere revisar de nueva cuenta
el material recolectado por Ledén-Alvarez & Gonzalez-Gonzalez (1993) y Fragoso &
Rodriguez (2002).

Lithothamnion muelleri es una especie que tiene registros en diferentes
regiones del planeta, aunque el material tipo se encuentra descrito para regiones
templadas, especificamente en las costas de Nueva Zelanda (Robinson et al. 2013). Al
comparar los caracteres encontrados en el presente estudio versus en el Golfo de
California y Nueva Zelanda, se observa variacion en los tamafos de las estructuras como
son la altura de las células epiteliales, siendo mas altas las del Golfo de California y las
de menor altura las de Australia, por otra parte, no se tiene informacién morfométrica
de las células sub-epiteliales para el Golfo de California y Australia. Para el caso de los
caracteres reproductivos, los de mayor tamafio son los descritos en el presente estudio

(Tabla XIX).

Tabla XIX.- Caracteristicas reproductivas y vegetativas morfo-métricas de L. cf. muelleri de las

localidades del PSM, asi como para L. muelleripara el golfo de California, México y sur de Australia.

Caracteristica PSM Golfo de California Sur de Australia
Playa Tijera, La Western Port,
Localidad Entrega e Isla Bahia Concepcién Victoria, sur de
Cacaluta, Oaxaca Australia
. 10-30 m de 1-16 m de
Habitat profundidad profundidad i
Sustrato Arenoso - -
MORFOLOGICAS
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Fruticosa, grumosa,

Incrustantes a

Forma de crecimiento del Fruticoso
talo verugosa Verrugosas
Altura de las células 3-5um 7-10 pm 1-8 um
epiteliales
Diametro de las células 5-6 um 2-5 um 2-8 um
epiteliales
Largas o mas largas Largas o mas largas
Células sub-epiteliales que sus derivados que sus derivados
inmediatos inmediatos
Diametro 6-10 pm - -
Altura 6-9 um - -
Diametro de las células 5-6 um - 2-15 um
medulares
Altura de las células 6-8 um - 2-30 um
medulares
REPRODUCTIVAS
Posicién del conceptaculo .
. Superficiales e
tetraesporangial en el talo . - -
. inmersos
vegetativo
Numero de células en el
techo de la camara del 6-10 3-5 5-9
conceptaculo
Forma de la cdmara del
. . Ovales - -
conceptaculo esporangial
Diametro 500-600 um 210-350 um 280-750 um
Altura 200-250 um 100-210 pm 150-200 pm
Diametro de las tetraesporas 40-60 pm 25-60 um 30-140 um
Altura de las tetraesporas 40-70 um 50-120 um 100-175 pm
Fuente Presente estudio Robinson et al. (2013) Womersley (1994)

Como se menciond anteriormente, en el PSM, Peralta-Garcia & Rosas-Alquicira
(2014) y Antonio-Sanchez (2015) registran la presencia de L. muelleri como una
especie de algas rojas coralinas formadora de rodolitos. En la tabla XX, podemos
observar que para los trabajos se registraron todos los caracteres distintivos de la

especie nominal, asi como sus medidas correspondientes. De la comparacion
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meristematica para los tres registros estos se encuentran en un mismo intervalo o los
intervalos se traslapan; por ejemplo, el diametro de las células epiteliales; aunque para
el caso del diametro de los esporangios en el trabajo de Peralta-Garcia & Rosas-
Alquicira (2014) estos son muy pequeilos con respecto a los descritos por Antonio-
sanchez (2015) y en el presente estudio. Sin embargo, los esporangios con mayor altura

son los registrados por Peralta-Garcia & Rosas-Alquicira (2014).

Tabla XX.- Caracteristicas reproductivas y vegetativas morfo-métricas de L. cf. muelleri del PSM.

Caracteristica PSM
. Playa Manzamllo.y Playa Manzanlllo-y Playa Tijera, La Entrega
Localidad Carey, Guerrero eisla  Carey, Guerrero e isla .
e isla Cacaluta, Oaxaca
Cacaluta, Oaxaca Cacaluta, Oaxaca
Habitat Submareal de 12-30 Submareal de 12-30 Submareal de 10-20 m
m de profundidad m de profundidad de profundidad
Roca, Coral, algas Roca, Coral, algas Roca v coral
Sustrato (formando rodolitos)  (formando rodolitos) y
MORFOLOGICAS

Crecimiento del talo
Altura de las células
epiteliales

Diametro de las células
epiteliales

Células sub-epiteliales

Diametro

Altura

Diametro de las células
medulares

Altura de las células
medulares

REPRODUCTIVAS

verrugoso y fruticoso

2-4

3-8

Largas a mas largas

2.8-5

4.8-9

2.6-5.2

3.5-7.7

Incrustante a
verrugoso y fruticoso

8-9 um

2-4 ym
Igual de largas que

sus derivados
inmediatos

8-9 um

6-7 um

5-5.5 um

7-7.5 pm

Incrustante a verrugoso
y fruticoso

3-5 um

5-6 um

Cortas o iguales que sus
derivados inmediatos

6-10 um

6-9 um

7-10 um

6-8 um
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Posicién del
conceptaculo

tetraesporangial en el - Inmerso y Superficial Inmerso y Superficial
talo vegetativo
Numero de células en el
techo de la cAmara del 5-6 5-12 6-10
conceptaculo
Forma de la cAmara del
. . - Ovales Ovales
conceptaculo esporangial
Diametro 220-466 500-600 um 300-450 um
Altura 106-190 200-250 pm 118-250 um
Didmetro de las 25-50 40-60 um 35-52 um
tetraesporas
Altura de las 80-120 40-70 pm 33-70 pm
tetraesporas
Peralta-Garcia & Antonio-Sanchez
Fuente Rosas-Alquicira Presente estudio

(2014) (2015)

9.2. Determinacién taxonémica mediante analisis molecular

9.2.1. Extraccion de ADN

En el presente estudio se aplicaron siete métodos de extraccidn, de los cuales solo dos
resultaron exitosos: el propuesto por Vidal et al. (2002) y el modificado de Rojas-
Herrera et al. (2008), siendo este ultimo el de mejor calidad y de menor costo.

El método propuesto por Rojas-Herrera et al. (2018) y modificado en el presente
estudio, es muy sencillo, econémico y acelera el trabajo requerido. Para este protocolo
no se requiere gran cantidad de tejido, con solo 3 mm3 se obtuvo ADN. Es importante
mencionar que mientras el tejido es fresco, el éxito de obtener un ADN de mejor calidad
es mayor, ya que con muestras preservadas mas de un afio en silica gel, el ADN obtenido
se encontraba degradado y al amplificar, las secuencias presentaban baja calidad para
analisis posteriores. La utilizacion de silice (Si02) al 4% y de una pequefia cantidad de
tejido, resultaron importantes para lograr la extraccién de ADN. La silice ayudé a
conservar mejor el ADN ya que lo encapsula evitando contaminacién alguna (Rojas-

Herrera et al. 2018).
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El método propuesto por Vidal et al. (2002) no se utilizé, debido a que no se
observaron bandas intensas y porque los reactivos utilizados son dafiinos para la salud
y dificiles de desechar, como es el cloroformo y el Beta-mercaptoetanol.

Finalmente, en los protocolos DNeasy Plant Mini Kit®; DNeasy Blood & Tissue
Kit®; Gabrielson et al (2011) y Sales, no se logr6 observar ADN alguno de las muestras,
esto pudo deberse a que el tejido presentaba exceso de carbonato o al método y tiempo
de preservacidn. En este trabajo los ejemplares fueron preservados en silica gel, mismo
que se recomienda en trabajos anteriores. El problema fue que, a lo largo del tiempo, se
observé la formacién de hongos y la descomposiciéon del tejido, por lo que se
recomienda usar silica gel solo para retirar el exceso de humedad y no como un método
de preservacion, para ello es recomendable preservar las muestras en congelacion y

alcohol al 70-90%.

9.2.2. Analisis de secuencias

9.2.2.1. Reconstruccion filogenética con el marcador molecular €O/

En el andlisis filogenético con las secuencias de €O/ no se pudo contrastar con alguna
secuencia perteneciente a la especie nominal L. muelleri, debido a que no existe alguna
en el GenBank. Por otra parte, la secuencia PHYKO0S7249 (KU504277) perteneciente a
Lithothamnion sp., registrada para la costa de Panama por Richards et al (2016), se
agrup6 con la especie determinada en el presente estudio. Al observar un soporte
bootstrap de 492 para el clado (Fig. 12) y al obtener una distancia genética del 0.4%
(Tabla XIII), se sugiere que ambos especimenes pertenecen a la misma especie.

Al respecto de los caracteres anatomicos descritos para Lithothamnion sp.
PJYKOS7249 (KU504277) por Richards et al (2016, Fig. 15A-F), se tiene que la especie
se encuentra formando rodolitos, posee un talo sin protuberancias, creciendo sobre
roca y de forma incrustante, se observan fusiones celulares entre filamentos
adyacentes. Las vistas superficiales de las células epiteliales muestran que las células
poseen un contorno poligonal y de manera transversal las células son aplanadas. Las
células subepiteliales son mas grandes o cortas que sus derivados inmediatos.

Aunque los caracteres vegetativos de Lithothamnion sp. PJYKO0S7249

(KU504277), coinciden con los caracteres descritos para la especie del presente
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estudio, faltaria contrastar los caracteres reproductivos entre ambas especies, debido
a que en el trabajo de Richards et al (2016) no se describieron estructuras
reproductivas. Es importante mencionar que los caracteres reproductivos asociados a
la anatomia del techo del conceptdculo esporangial, han sido descritos como

importantes para distinguir entre especies de Lithothamnion (Woemersley 1994).

9.2.2.2. Reconstruccion filogenética con el marcador molecular psbA

Al realizar el andlisis genético con el marcador molecular psbA, se corrobora lo
obtenido con la reconstruccién filogenética con el marcador COJ ya que la especie
determinada en el presente estudio quedo en el mismo clado que Lithothmanion sp.
PJYKOS7249 (KP844865), secuencia perteneciente al espécimen descrito por Richards
et al. (2016, Fig. 15A-F) para las costas de Panama.

En el arbol filogenético las especies L. muelleri GALW:15734 (JQ896241)
perteneciente a un ejemplar de la Isla San José en el Golfo de California, México y
Lithothamnion sp. FRA2177 (KJ710349) perteneciente a un ejemplar del archipiélago
de Guadalupe, Francia en el Caribe, se agrupan en un mismo clado, por lo que asumimos
que son la misma especie, esto se pudo corroborar con el analisis de distancia pareada,
ya que se obtuvo una distancia genética de 4% (Tabla XVI).

Al realizar el analisis de distancia media entre grupos, el clado perteneciente a
la especie descrita en el presente estudio versus el clado en donde se encuentra la
especie denominada L. muelleri, se obtuvo una distancia genética de 9% (Tabla XVII),
lo que sugiere la existencia de especies cripticas, es decir especies que
morfologicamente son semejantes pero que genéticamente son distintas (Richards et
al. 2016).

Aunque no se tenga descripcion alguna de la especie sugerida como
Lithothamnion muelleri, se puede tomar como referencia lo descrito por Pefa et al
(2014c) para Lithothamnion sp. FRA2177 (KJ710349) con el objetivo de ser
comparado con la descrita en el presente estudio. A continuacién, se presenta la
descripcion de Lithothamnion sp. FRA2177 (K]J710349), realizada por Pefia et al
(2014c, Fig. 9A-D), para la provincia de MEN:
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Talo formando rodolitos, con crecimiento verrugosa a grumosa y discoidal, se
observa una construccién monémeray una organizacion radial de las ramas. Las células
adyacentes presentan fusiones celulares, no se observaron conexiones pit secundarias.
Las células epiteliales se producen en una sola capa y se encuentran aplanadas. Las
células subepitales son tan largas o mas cortas que sus derivados inmediatos. No se
observaron estructuras reproductivas.

Como se mencioné anteriormente, uno de los caracteres para poder separar al
género Lithothamnion dentro de la familia Lithothamniaceae, es la forma de las células
subepiteliales, que en este caso son largas a mas largas que sus derivados inmediatos
(Womersley 1994, Harvey & Woelkerling 2007). Sin embargo, en el presente estudio
las células van de ser cortas o iguales que sus derivados inmediatos, cabe mencionar
que este patron se observo en lo descrito por Richards et al (2016) y en Pefa et al
(2014c). Este resultado nos da un indicio de que existe una carencia de caracteres
anatomicos que puedan separar a las especies. Pefia et al. (2014c) sugieren volver a
examinar de nueva cuenta el concepto de células subepiteliales como un caracter
diagnostico para delimitar géneros, ya que la division celular es muy activa en dichas
células, esto mismo se observa en los resultados de Antonio-Sanchez (2015).

Richards et al (2016), sugieren que para estudios futuros y con la finalidad de
tener una mejor resolucion de L. muellerien el hemisferio norte versus en el hemisferio
sur, es importante analizar las secuencias de ADN generadas a partir del lectotipo y la

secuencia obtenida por Hernandez-Kantun para el Golfo de California.

9.3. Distribucién de la especie nominal Lithothamnion muelleri
La especie nominal ha sido registrada para América oriental, desde Alaska hasta Chile,
en el Atlantico oriental tropical y subtropical, Atlantico occidental, en el sureste de Asia,
en la Antartida y las islas sub-antarticas. Pero debido a que la localidad tipo es Western
Port, Victoria, sur de Australia (Womersley 1994), se generan cuestionamientos en
relacion a la identificacion de la especie en diferentes regiones.

En el andlisis con el marcador molecular psbA (Fig. 13), se observa una
distribucién disyunta, con la especie propuesta como Lithothamnion muelleri

GALW:15734 (JQ896241) ya que se distribuye en el Pacifico Oriental subtropical y con
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la especie Lithothamnion sp. FRA2177 (K]J710349), que se encuentra en el Atlantico
tropical. Este patrén de distribucién puede deberse a la gran resistencia que presentan
las esporas en el ambiente y al poder sujetarse a algun sustrato flotante vivo o inerte
(“rafting”) (Thiel & Gutow 2005, Lyons & Scheibling 2009).

Fraser et al (2013) analizaron el genotipo del alga roja no coralina Bostrychia
intricata (Bory de Saint-Vincent) Montagne 1852, en distintas localidades y
encontraron que la especie presenta una distribuciéon amplia, desde Chile hasta las islas
Malvinas en Argentina e isla Marion en Africa (6,500 km) y lo atribuyen a la viabilidad
de la reproduccion de los organismos maduros y a la gran resistencia de sus esporas.

Por otra parte, Pefia et al (2014b), al identificar a la especie Phymatolithon
calcareum, a partir de gametofitos con andlisis genéticos, observaron que la
distribucién o propagacidn del alga se debe principalmente a la fragmentacion de ramas
con conceptaculos esporangiales y no a la reproducciéon sexual, ya que este ultimo se
encontraba con muy poca frecuencia, llegando a concluir que los gametofitos pasan la
mayor parte de su historia de vida como plantas vegetativas.

Aunque no podamos sugerir que L. muelleri GALW:15734 (JQ896241) y
Lithothamnion sp. FRA2177 (KJ710349), correspondan a la especie nominal, es
importante realizar un estudio filogeografico para observar y comprender el
mecanismo de distribucidn de dichas especies.

Finalmente de manera descriptiva, los caracteres vegetativos anatdémicos
descritos en el trabajo de Richards et al (2016) y Pefia et al (2014c), coinciden con lo
descrito en el presente estudio, es importante mencionar que para poder discriminar a
las especies del género Lithothamnion se deben observar las estructuras reproductivas
como son la forma y posicion de la cAmara del conceptaculo, la forma y tamafio de las
células que bordean los canales de los poros de los conceptaculos y nimero de células
en el techo de la caAmara del conceptaculo.

Por lo que se recomienda revisar de nueva cuenta el material analizado por
Hernandez-Kantun, Richards et al 2016, Pena et al. (2014c) y el material de la coleccion
tipo (i.e. lectotipo/topotipo), para asi contrastarlo de manera morfo-anatomica y

molecular con la especie descrita en el presente estudio.
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10. Conclusién

No podemos asumir la validacién de L. muelleri como una especie formadora de
rodolitos en el PSM, debido a que no se compar6 con alguna secuencia del
material tipo, sin embargo, resulté altamente similar a Lithothamnion sp.

PHYKOS7249 identificada previamente en Panama por Richards et al (2016).

Confirmamos parcialmente, que el uso de la genética como una herramienta
para la identificacién de especies en conjunto con el andlisis de caracteres

morfo-anatémicos, nos brinda una mejor resolucion de la riqueza de especies.

El andlisis de las secuencias de psbA Lithothamnion muelleri GALW:15734
(JQ896241) y Lithothamnion sp. FRA2177 (K]J710349), disponibles en el

GenBank, nos demuestra la presencia de especies con distribucion disyunta.

El andlisis filogenético y de divergencia, nos da indicios de que la especie
descrita en el presente estudio es semejante a Lithothamnion sp. PHYK0S7249,

descrita para el Pacifico de Panama.

Es importante revisar de nueva cuenta el ejemplar descrito por Hernandez-
Kantin y el material lectotipo/topotipo de L. muelleri, esto para tener una mejor

resolucion de la especie.

Es necesario continuar trabajando con estudios morfolégicos y genéticos de las
algas rojas coralinas formadoras de rodolitos utilizando morfologia tipo y poder

diferenciar a las especies.

Para poder confirmar la presencia de una especie, se requiere de las secuencias

de los especimenes tipo.

Es importante generar mas secuencias con los marcadores CO/'y psbA para el

PSM y poder ampliar el conocimiento de este grupo.
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e Se recomienda el uso de material fresco, para la extraccion ADN, debido a que
en las muestras que se tuvieron mas de un afio en preservacion, se dificulté la

obtencion del ADN.

e El uso de la silica gel, solo se recomienda para disminuir la humedad, pero no
para la preservacion de los ejemplares. Sin embargo, se recomienda preservar

las muestras en congelacion.
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12. Anexos

Anexo I.- Coleccion de datos, nimeros de acceso y vouchers en GenBank, de las especies de

Lithothamniony Lithophyllum utilizados en los andlisis del presente estudio.

Numero de acceso en

Id. No. Especie Referencia Localidad
Genbank
col DSbA
Lithothamnion
CPVP-1167 Pardo et al. (2014) Reino Unido KC861487
corallioides
Lithothamnion
CPVP-649 Pardo etal (2014) Espafia KC861458
corallioides
Lithothamnion Pard 1 (2014) E KC819261
ardo et al. spafia
CPVP-691 corallioides
Lithothamnion Hernandez-Kantan (no
GALW:15750 Francia KC819256
corallioides publicado)
Lithothamnion
ND226 Farr et al. (2009) Nueva Zelanda KY485304
crispatum
Lithothamnion Brazil KY485305
; razi
RB623156 crispatum Jesionek et al (2016)
Lithothamnion Reino Unid KY042230
eino Unido
BMO000657610 glaciale Melbourne et al. (2017)
Lithothamnion Ad 1. (2015) Canada KP142722
ey etal. anada
US 170936 glaciale
Lithothamnion Bringloe & Saunders (no
GWS018166 Maine USA MH309044
glaciale publicado)
Nuevo
Lithothamnion Bringloe & Saunders (no
GWS029946 Brunswick MH309086
glaciale publicado)
Canada
Lithothamnion .
BM000044415 lemoineae Melbourne et al (2017) Canada KY042231
Lithothamnion Melb 1 (2017) M USA KY042234
elbourne etal aine,
US170970 lemoineae
Lithothamnion Bringloe & Saunders (no
GWS024053 Maine, USA MH309899
lemoineae publicado)
Lithothamnion Bringloe & Saunders (no
GWS042059 Nome, Alaska MH309223
lemoineae publicado
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BM000044392

S169

GALW:15734

NCCA0137

CPVP-28

CPVP-30

FRA1993

FRA1148

FRA1059

FRA2177

LAF6970C

LAF6494

LAF5421

PHYKOS7249

GWS020939

GWS022118

NCU 649885

LLG4608A

Lithothamnion
squamulosum
Lithothamnion
squamulosum
Lithothamnion
muelleri
Lithothamnion

erinaceum

Lithothamnion sp.

Lithothamnion sp.

Lithothamnion sp

Lithothamnion sp.

Lithothamnion sp.

Lithothamnion sp.

Lithothamnion sp.

Lithothamnion sp

Lithothamnion sp

Lithothamnion sp.

Lithothamnion sp.

Lithothamnion sp.

Lithophyllum
atlanticum
Lithophyllum

nitorum

Adey et al (2018)

Adey etal (2018)

Hernandez-Kantin (no
publicado)
Anglés d’Auriac et al.
(2019)

Pardo et al. (2014)

Pardo etal. (2014)

Pefia et al. (2014c)

Pefia et al. (2014c)

Pefia et al. (2014c)

Pefia et al. (2014c)

Richards et al (2016)

Richards et al (2016)

Richards et al (2016)

Richards et al (2016)

Saunders (2014)

Saunders (2014)

Richards et al (2018)

Pefia et al. (2018)

Reino Unido

Nueva Escocia,
Canada
Baja California

Sur, Mex.

Noruega

Islandia

Islandia

Archipiélago de
Guadalope
Archipiélago de
Guadalope
Archipiélago de
Guadalupe
Archipiélago de
Guadalupe

Florida, USA

Luisiana USA

Luisiana USA

Isla Tintonera,
Panama
Columbia
Britanica,

Canada
California, USA

Carolina del

Norte, USA

Espafia

KC861515

KC861510

KJ710343

K]710345

KJ710337

KU514416

KU504277

KM254875

KM254696

MG648772

MH252257

MH252306

Q896241

MG191373

KJ710353

KJ710349

KU557494

KU557493

KP844865

MG517487
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Anexo II.- Reconstruccidn filogenética de las secuencias nucleotidicas de la region CO/
basado en el algoritmo de distancias, con el método de Maxima Verosimilitud y

el modelo GTR + G, en Lithothamnion.

51 KIT10345 1
. KJ710342.1
KJ710343.1

% KU514420.1

% KJ710346 1
—I— IrK.JH 0344.1
KJ710341 1

% KU514416.1
KJ710337 1

KCB861514 1
| KCBB1517.1
KC861515.1
KC861511.1
KC861510.1
KC861513 1
KC861507.1
MH300044 1
MH308938.1
KCB8B1503 1
KC861504.1
KC881505 1
o || KC881506.1
KC861509 1
MH308892 1
KC8B1508 1
MH309499 1
MH308797.1
MH309050 1
MH309064 1
S MH309085 1
MH209086. 1
= MH309402 1
HIM918805 1
HM918812 1
MH300744 1
MH309967. 1
MH309454 1
MH309483 1
MH309223 1
a5 | MH308969.1
MH309866 1
MH309918 1
MH309899 1
KM254875 1
7L KM254696.1
& | MF133361.1
ki MF133360.1

KU514419.1

KU514418.1
a1 - KU514417.1
KC861497 1
KC861500.1
KC861499.1
KC861447.1
KC861473.1
KC861449 1
% KC861450.1
KC861451.1
KC861452.1
KC861453 1
KC861454 1
& KC861455.1
KC861456.1
KC861457 1
KC861458.1
KC861459 1
KC861460.1
KC861461.1
KC861462 1
KC861463.1
KC861464.1
KC861465.1
KC861466.1
KC861467 1
KC861468.1
KC861469.1
KC861470.1
KC861471.1
KC861472.1
KC861474.1
HKC861475.1
KC861476.1
KC861477 1
KC861478.1
KC861479.1
KC861480.1
KC861481.1
KC861482.1
KC861483.1
KC861484.1
KC861485.1
KC861486.1
KC861488.1
KC861489.1
KC861490.1
KC861491 1
KC861492 1
KC861493 1
KC861494.1
KC861495.1
KC861496.1
KC861498.1
KC861502.1
KC861501.1
KC861448 1
KC861487 1

[ Kus04276 1
7 — KU529476.1
KU504277.1

Lithothamnion sp

MG648772.1
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Anexo IIL.- Reconstruccion filogenética de las secuencias nucleotidicas de la region psbA
basado en el algoritmo de distancias, con el método de Maxima Verosimilitud y

el modelo GTR + G, en Lithothamnion.

KP142722.1
KC8192441
KC8192711
JQ4222351
KP1427201
KC8192481
JQ8862331
KYD422331
KY0422311
KP142724.1

r FJ361502.1
— KU557492.1

KC819264.1
KC819256.1

— KJ710349.1

KU529478.1
ﬂ|—|: KU529479.1
KP844864.1

L Lithothmanion sp.

MH252280.1
WMH252304 .1
MH252303.1
MH252277 1
WMH252258 1

[ Kuss74o5d
| KU557493 1
KJ710355.1
[ Kv485305 1

S
KU557496.1

KJ710353.1
KU557499.1

MG517487.1

0.0s0
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Anexo [V.- Alineacion de las secuenias nucleoétidicas. A) marcador €O/ B) marcador

A)

B)

PSDA.
Lithothamnion sp.
Lithophyllum nitorum (MGE48772)
Lithothamnion sp. (RECBE1515)
Lithothamnion sp. (REC861510)
Lithothamnion corallioides (EC861487)
Lithothamnion corallioides (RCBE1458)
Lithothamnion glaciale (MH20S086)
Lithothamnion glaciale (MH305044)
Lithothamnion sp. (EJ710345)
Lithothamnion sp. (REJ710343)
Lithothamnion sp. (EUS04277)
Lithothamnion sp. (EM254875)
Lithothamnion sp. (FEM254656)
Lithothamnion lemoineae (MH309899)
Lithothamnion lemoineas (MH309223)
Lithothamnion sp. (EJ710337)
Lithothamnion sp. (FEU514416)

Lithothamnion corallioides (REC81%256)
Lithothamnion corallioides (REC81%261)

Lithothamnion lemoincas (EY042234)
Lithothamnion lemoineae (EY042231)
Lithothamnion glaciale (E¥042230)
Lithothamnion sgquamulosum (MH252306)
Lithothamnion squamulosum (MH252257)
Lithothamnion crispatum (EY483305)
Lithothamnion crispatum (KY485304)
Lithothamnion glaciale (FEP142722)
Lithothamnion muelleri (JQB96241)
Lithothamnion erinaceum (MG191373)

EP844B865.1

Lithothamnion sp. (REJ710353)
Lithothamnion sp. (REJ710349)
Lithothamnion sp. (RUS557454)
Lithothamnion sp. (RU5574953)

LP-PR conc

Lithophyllum atlanticum (MG517487)

BATCATCTTTTATTAC

AATTATTGTTAC
TTTACT
TTTACTTGS

ATCTTTTACT

GARATCATCARGTTTACRATGTTTT
CAAGTTTAECRATCTTTT
AAGTTTATRATGTTTT
AAGTTTATRATGTTTT

ATTTATTRACTTGG

ATTTATTACTTGGRARTCATI

ATCTTTTATTAC
ATCTTTTACTTC
iy TTTACT
ATCTTTTACTTC

ATCTTTTACTTGGRARCCATI
BACTCTTTTTTRAAT!

GRARCCATI

CAGTTGATAT
GTTGATAT

GTTGATATTGR

AGTTGATATIGATGG
GITGATATC

AAGTCTATRATGTTCT
GARATCATCARGTTTACRATGTTTT
GAARACCATCARAGTTTACRATGTTTT
TTTACAATGTTTT

=TTTRACRAATGTTTT
GGTTTACAATGTTTT,
SARTCATCAARATATATAATGTTTT
ARCTCTTTTTTAATCGGGAAT CATCARATATATAATGTTTT

77



PSDA.
A)

Anexo V.- Alineacion de las secuenias de aminoacidos.

Lithothamnion

sp.

Lithophyllum nitorum (MGE48772)

Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion

B)

(RCBEL1513)
(RCBE1510)

sp.
sp.

corallioides (ECB61487)
corallioides (FEC861458)

glaciale (MH309086)
glaciale (MH309044)
sp. (RJ7103453)
sp. (RJ710343)
sp. (REUS04277)
sp. (FEM254873)
sp. (EM254656)

lemoinsas (MH3I0S899)
lemoinsas (MH309223)

(RUSl441¢€)
(RJT10337)

sp.
sp.

Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
EPE44865.1

Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion
Lithothamnion

[=l=r =N R = R= - P Pl RS E VAR PEVD IDE IREEVAESLLYGNNITSERATITFSSARTETHEY
fatal =R MRk R =E- A A P AN AE VAR P E VD IDE IREEVACSLLYCHNI TSCATTPSSARIGTHEY

lemoinsas (EY042234)
lemoinsas (EY042231)
glaciale (EY042230)

squamulosum (MH232306)
squamulosum (MHZSZ257)

crispatum (K¥485303)
crispatum (EY485304)
glaciale (EP142722)
muelleri (JOB9E241)
erinaceum (MG191373)

(EJ710353)
(EJ710249)
(FUS57494)
(FUS57453)

sp.
sp.
sp.
sp.
sp.

Lithophyllum atlanticum (MG517487)

YNVLITAHAELMIFELVMEVMIGGEFG
NVLITAHATTLMIFELV
NVLITAHAELMIFEL

YNVLITAHAFLMIFELV

EVMIGGEG

NHLTLTLGNHCTY
INHLTLTGNHC

NVLITAHAFELMIFEL
NVLITAHAELMIFELV

MNHLTLLEGNACVYINVLITAHAFLMIFELVMEVMIGGEFG
MOLLLGHNACVEINVLITAHAFIMIFFLVMPVMIGGEEFG
MNSFLMEGHNHC IYNVLITAHAFLMIFELVMEVMIGEFG

NSELMGNHCIXNVLITAHAELMIFELVMEVMIGGEEG

AEVARPEPVDIDEIREEVAESLLYGCHN I TSEAVIPSSAR TG THEY
AFVARPEVDIDEIREEVAESLLYGHNI TSEAVIFSSAERTETHEY
AFVARPEVDIDETREEVAESILLYGHNITSEAVIFSSARTETHEY
AEVARPPVDIDEIREEVACSLLYCGHNITSEATITPSSAR TG THEY
AEVARPEPVDIDEIREEVAESLLYCGHNITSEAITPSSAR TG THEY
BAEVARPEVDIDEIREEVAGSLLYGHNI TSEATTPSSAR TG THEY
AFVARPEVDIDETREEVAESILYCGHNITSEATTPSSAERTETHEY
AFVARPEVDIDETREEVAESILYGHNITSEAVIFPSSEERTETHEY
AEVARPEPVDIDEIREEVAESLLYGCHNITSEAITPSSAR TG THEY

BAEVARPEVDIDEIREEVAGSLLYGHNI TSEATTPSSAR TG THEY
AFVARPEVDIDETREEVAESILYCGHNITSEATTPSSAERTETHEY

AFVARPEPVDIDETREEVAESILYGHNITSEATTPSSEARTETHEY
AEVARPEPVDIDEIREEVAESLLYGCHNITSEAITPSSAR TG THEY
AEVARPEPVDIDEIREEVAESLLYCGHNITSEAITPSSAR TG THEY
AFVARPEVDIDEIREEVAESLLYGHNITSEATTPSSAERTETHEY
AFVARPEVDIDETREEVAESILYGHNITSEATTPSSARTETHEY
AEVARPEVDIDEIREEVACSLLYGCHNITSECRATIIPSSAR TG THEY

A) marcador COf, B) marcador
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