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Resumen

El género Padina Adanson (Dictyotaceae) es un grupo de algas pardas que se
distribuye en las aguas tropicales y subtropicales en todo el mundo, registrandose
en México 12 de las 37 especies actualmente descritas. A pesar de los diversos
estudios taxondmicos realizados en México, aun existe confusién respecto a los
limites de algunas especies y su situacion taxondmica no esta resuelta. En este
trabajo se evaluaron las morfoespecies de Padina que se distribuyen en el Golfo
de México, Mar Caribe y Pacifico tropical mexicano, contrastado sus limites con
clados recuperados en analisis cladisticos de secuencias de ADN (genes de
plastido psbA y mitocondria COI). Para ello se analizaron las secuencias de 107
ejemplares bajo el criterio de Maxima Parsimonia e Inferencia Bayesiana. Se
consideraron como grupo externo a otros géneros de la familia Dictyotaceae y se
incluyeron secuencias de Padina disponibles en GenBank. Los analisis cladisticos
apoyan la identidad independiente de la mayoria de las especies basadas en
morfologia. En este sentido Padina antillarum, P. boergesenii, P. crispata, P.
mexicana y “P. ramonribae” (aun no validamente publicado) se recuperaron en
clados exclusivos. En P. gymnospora se observo una separacion intraespecifica
coincidente con un patron geografico, aunque existe la posibilidad de que se trate
de especies distintas. Padina concrescens y P. caulescens se recuperaron en el
mismo clado que P. durvillei y posiblemente son la misma especie. En el caso de
P. haitiensis y Padina sp. 1 (morfoespecie distromatica del Golfo de México) se
agruparon con P. sanctae-crucis, poniendo en duda el estatus taxonémico de
estas especies. Padina sp. 2 (morfoespecie de cuatro capas de células del
Pacifico) se recuperd dentro el mismo clado que P. crispata, indicando que es un
ejemplar de esta especie pero con variaciéon morfolégica de consideracion. Se
corrobord la identidad de “P. ramonribae” como una especie distinta. Finalmente,
los marcadores moleculares fueron de gran utilidad para la evaluacion de las
morfoespecies de Padina ya que permitieron reconocer patrones coincidentes a

partir de una fuente de datos independiente.

Palabras clave: Padina; Pacifico Tropical; Golfo de México; Mar Caribe; evaluacién

taxondmica; morfoespecie; analisis cladisticos; psbA; COI.
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Taxonomical evaluation of Padina (Dictyotaceae) morphospecies from

tropical Atlantic and Pacific coasts of Mexico based on molecular data.

The genus Padina Adanson (Dictyotaceae) is a group of brown algae that
distributes on tropical and subtropical waters around the world, occurring in Mexico
about 12 of the 37 actually described species. Although there are several works
dealing with the taxonomy of the group in Mexico, there is still confusion about the
limits of some species and its taxonomy is not resolved yet. In this work, the
morphospecies of Padina that distributes in the Gulf of Mexico, Caribbean Sea and
Tropical Pacific Mexican coasts were evaluated, contrasting their limits with clades
recovered in cladistic analyses of DNA sequences (plastid psbA and mitochondria
COl). To achieve this, 107 sequences were analyzed with Maximum Parsimony
and Bayesian Inference methods. Other sequences of Dictyotaceae were
considered as out-group and sequences of Padina downloaded from GenBank
were included. The cladistic analyses support the independent identity of most of
the species based on morphology. In this sense Padina antillarum, P. boergesenii,
P. crispata, P. mexicana and “P. ramonribae” (not valid published yet) were
recovered within exclusive clades. Two clades coincident with a geographical
pattern were observed in P. gymnospora, although there is a chance that
correspond to two different species. Padina concrescens and P. caulescens were
recovered in the same clade as P. durvillei and could be the same species. Padina
haitiensis and Padina sp. 1 (distromatic species from Gulf of Mexico) occurs in the
same clade with P. sanctae-crucis, casting doubt on the taxonomical status of
these species. Padina sp. 2 (tetrastromatic species from Pacific) was recovered in
the same clade as P. crispata, indicating that this specimen correspond to this last
species, but with great morphological variation. The identity of “P. ramonribae” was
corroborated as distinct species. Finally, the molecular markers were of great utility
in the evaluation of the morphospeices of Padina since they allowed the

recognition of coincident patterns between two independent data.

Key words: Padina; Tropical Pacific; Gulf of Mexico; Caribbean Sea; taxonomic

evaluation; morphospecies; cladistic analyses; psbA; COI.




1. INTRODUCCION

Tradicionalmente, la sistematica de macroalgas se ha basado en el uso de
caracteristicas morfoldgicas para la descripcion, delimitaciéon y propuestas de
clasificacion de las especies. Sin embargo, estas tareas suelen ser conflictivas
debido principalmente a que las descripciones originales de las especies son poco
informativas, a la existencia de variacion en los caracteres considerados
diagndsticos y probablemente evolucion convergente y paralela en algunos de
estos (Bowler y Allen, 2007). Recientemente, con la implementacion de
herramientas de la sistematica molecular en la ficologia, se ha obtenido
informacion adicional para la reconstruccion filogenética, clasificacién,
identificacion y la delimitacidon de taxones en diferentes niveles de inclusién. Sin
embargo los estudios realizados en su mayoria son en niveles jerarquicos
superiores a género, siendo los avances en el conocimiento de las especies aun
escasos. En este sentido, los estudios basados en informacion molecular al nivel
de especie prometen proporcionar una buena alternativa para el estudio de grupos
de algas taxondmicamente complejos y la corroboracion de especies propuestas

bajo el contexto morfoldgico tradicional (Saunders, 2005).

El género Padina Adanson pertenece a la familia Dictyotaceae (Heterokontophyta;
segun la clasificacion en Guiry y Guiry, 2011). Se distribuye en las aguas
tropicales y subtropicales en todo el mundo. Se caracteriza por los talos en forma
de abanico, un meristemo marginal circinado y por presentar calcificacién (Bold y
Wynne, 1985). Junto con Newhousia imbricata, son las Unicas algas pardas
calcificadas (Kraft et al., 2004).

Actualmente se reconocen 37 especies a nivel mundial (Guiry y Guiry, 2011) de
las cuales se han registrado 12 para las costas tropicales de México. Seis para
Pacifico, cinco para el Golfo de México y Mar Caribe y Padina gymnospora

(Kutzing) Sonder para ambas costas (Tabla 1).




Tabla 1. Especies de Padina registradas en México

Golfo de México y Mar Caribe Referencias

Padina boergesenii Allender et Kraft Dreckman, 1998; Littler y Littler, 2000; Ortega et al. 2001.

Padina haitiensis Thivy Taylor, 1960; Dreckman, 1998; Littler y Littler, 2000; Ortega et
al. 2001.

Padina pavonica (L.) Thivy Taylor, 1960; Dreckman, 1998; Littler y Littler, 2000; Ortega et
al. 2001.

Padina perindusiata Thivy Taylor, 1960; Dreckman, 1998; Littler y Littler, 2000; Ortega et
al. 2001.

Padina sanctae-crucis Bgrgesen Taylor, 1960; Dreckman, 1998; Littler y Littler, 2000; Ortega et
al. 2001.

Pacifico Tropical Mexicano

Padina caulescens Thivy Taylor, 1945; Gonzalez-Gonzélez, et al., 1996; Pedroche et al.,
2008.

Padina concrescens Thivy Taylor, 1945; Gonzalez-Gonzalez, et al., 1996; Pedroche et al.,
2008.

Padina crispata Thivy Taylor, 1945; Gonzdlez-Gonzalez, et al., 1996; Avila-Ortiz y

Pedroche, 2005; Pedroche et al., 2008.

Padina durvillei Bory de Saint-Vicent Taylor, 1945; Gonzalez-Gonzalez, et al., 1996; Avila-Ortiz y
Pedroche, 2005; Pedroche et al., 2008.

Padina mexicana Dawson var. mexicana Dawson, 1944; Gonzélez-Gonzalez, et al., 1996; Avila-Ortiz,
2003; Avila-Ortiz y Pedroche, 2005; Pedroche et al., 2008.

Padina mexicana Dawson var. erecta Avila-Ortiz, 2003; Avila-Ortiz y Pedroche, 2005; Pedroche et al.,
Avila-Ortiz 2008.
“Padina ramonribae” Avila-Ortiz y Avila-Ortiz y Pedroche, 2005; Pedroche et al., 2008.

Pedroche (atin no validamente publicado)

Ambas costas

Padina gymnospora (Kiitzing) Sonder Taylor, 1960 (=P. vickersiae Hoyt); Gonzalez-Gonzélez, et al.,
1996; Dreckman, 1998; Littler y Littler, 2000; Mateo-Cid et al.,
2000; Ortega et al. 2001; Pedroche et al., 2008.




Para el reconocimiento de las especies de Padina se han utilizado principalmente

los siguientes caracteres morfolégicos vegetativos y reproductivos (fig. 1):
Estructuras vegetativas:

1) Namero de capas celulares en la region basal. Este caracter vegetativo es
considerado uno de los mas importantes para la delimitaciéon de especies. En la
mayoria de las claves taxonémicas se recurre de forma inmediata al numero de
capas celulares (p. e. Taylor, 1945, 1960; Allender y Kraft, 1983; Littler y Littler,
2000; Geraldino et al., 2005; Norris, 2010) y dependiendo de la especie, el numero
de capas puede variar (p. e. en Padina gymnospora y P. durvillei) o ser constante

(p. e. en P sanctae-crucis y P. antillarum).

2) Arreglo de los pelos feoficeos en la lamina. Los pelos feoficeos se originan
de la capa de células corticales y forman lineas concéntricas en la cara externa y/o
interna del talo (Avila-Ortiz y Pedroche, 2005; Garcia, 2007)

3) Calcificacion del talo. Se puede presentar una capa de carbonato de calcio en
una o ambas superficies del talo y puede darse en diferente grado (nula, escasa,
moderada y fuerte). Para algunos autores, este caracter permite la distincion entre

algunos taxones (Avila-Ortiz y Pedroche, 2005; Norris, 2010).

4) Forma de la lamina. Entre los autores es de uso general considerar la forma
del margen, forma del estipite y talla como caracteres diagnésticos. (p. €. entero a
dividido como en Padina concrescens y en P. durvillei; lobado en P. mexicana;

crispado en P., crispata [Avila-Ortiz y Pedroche, 2005]).

5) Fase Vaughaniella. Algunas especies de Padina presentan una forma de
crecimiento llamada Vaughaniella (= Dictyerpa). Esta se observa cuando un
individuo inicia su desarrollo a partir de una célula apical y no puede llevar el
cambio a un margen de células apicales (Lewis y Norris, 1987). Esta forma de
crecimiento parece manifestarse sélo en algunas especies (p.e. P. boergesenii y

P. sanctae-crucis) y por tanto, la presencia o ausencia de esta forma de desarrollo




puede ser de utilidad en la taxonomia dentro de Padina (Ni-Ni-Win, 2010; Norris,
2010)

6) Forma de crecimiento. La mayoria de las especies presentan un talo erecto a
excepcion de Padina mexicana var. mexicana y P. concrescens. En el caso de P.
concrescens, la posicion postrada es un caracter que lo diferencia de Padina
durvillei (Taylor, 1945; Avila-Ortiz, 2003, Pedroche et al., 2008).

Estructuras reproductivas

7) Posicion de los soros esporangiales y oogoniales. Las estructuras
reproductivas han sido utilizadas ampliamente como un caracter diagnéstico entre
las especies, principalmente esporangios y oogonios (los gametofitos masculinos
presentan gran variabilidad en los soros anteridiales y son los menos descritos en
la literatura). Segun la literatura las especies se pueden reconocer por: 1) su
posicién en una o ambas superficies de la lamina; 2) su ubicacién con respecto a
los pelos feoficeos; y 3) su distribucion sobre la lamina (Taylor, 1945, 1960; Littler
y Littler, 2000; Avila-Ortiz y Pedroche, 2005).

8) Indusio. Es una membrana delgada que cubre a los soros. La presencia o
ausencia de esta estructura tiene valor taxondmico a nivel de especie para
algunos autores (e. g. Taylor, 1945, 1960; Littler y Littler, 2000; Avila-Ortiz y
Pedroche 2005).




= A

Figura 1. Caracteres morfologicos de Padina. A) forma de la lamina (en este
caso flabeliforme, lamina entera) en donde se aprecia el margen (m), zona
apical (za), zona media (zm), zona basal (zb), el estipite (st) y calcificacion
(ca). B) corte longitudinal del talo en zona media mostrando el nimero de
capas celulares (cc), soros (s) en este caso esporangiales cubierto por un
indusio (in). C) corte longitudinal del margen mostrando la orientacion de la
cara interna (ci) y la cara externa (ce), y exhibiendo pelos feoficeos (pf).




2. ANTECEDENTES

2.1 Antecedentes taxonomicos de Padina en México

Los primeros estudios taxondmicos sobre Padina en México pueden encontrarse
en los trabajos de Dawson (1944) y Taylor (1945, 1960). Para el Pacifico se
describieron Padina mexicana en Dawson (1944) y P. caulescens, P. concrescens
y P. crispata (Taylor, 1945), y se registré la presencia de P. durvillei (Taylor, 1945).
En el Golfo de México y Mar Caribe se describieron P. haitiensis 'y P. perindusiata
(Taylor, 1960); se registré a P. vickersiae Hoyt, P. sanctae-crucis'y P. gymnospora
(Kutzing) sensu Vickers (Taylor, 1960); y se cre6 una nueva combinacion para P.
pavonica (Taylor 1960).

Con el tiempo, se propusieron diferentes cambios taxondmicos de consideracion
que afectan a las especies mexicanas, entre los cuales destacan los siguientes:
Allender y Kraft (1983), en un estudio de la ficoflora de las Islas “Lord Howe” al
este de Australia, compararon el material denominado como P. vikersiae con el
ejemplar tipo de Padina gymnospora descrito por Kitzing (1859), encontrando a P.
vikersiae indistinguible y relegandola como sinébnimo de Padina gymnospora,
reconociendo ademas que Sonder en 1871 ya habia realizado esta observacién
(Allender y Kraft, 1983).

Adicionalmente, Allender y Kraft (1983) notaron que la combinacion P.
gymnospora (Kutzing) sensu Vickers (especie tristromatica) no correspondia al
material tipo de Kutzing, y dado que no existia un nombre valido para los
individuos con esas caracteristicas, formaron una nueva combinacion: Padina
boergesenii Allender et Kraft. Posteriormente, Avila-Ortiz (2003) describio una
variedad de P. mexicana en el Pacifico tropical de México y que nombro P.

mexicana var. erecta.

En 2005, Avila-Ortiz y Pedroche realizaron una revision del género en las costas
del Pacifico mexicano encontrando una nueva especie llamada “Padina

ramonribae” Avila-Ortiz y Pedroche, pero no descrita formalmente. Por ultimo,




Garcia (2007) realizé un analisis estadistico de los caracteres diagndsticos
(cualitativos y cuantitativos) de cuatro especies de Padina en el Golfo de México,
proponiendo a P. antillarum como un nuevo registro para esta region y
confirmando la utilidad del numero de capas celulares en la zona basal y posicion
de los soros en relacion a los pelos feoficeos como caracteres diagndsticos entre

las especies.

2.2 Estudios en sistematica molecular.

El género Padina ha sido incluido en diversos estudios filogenéticos. Sin embargo,
la mayoria tratan la filogenia en niveles taxonémicos superiores a género, asi
como estableciendo la posicién de Padina dentro de la familia Dictyotaceae (Lee y
Bae, 2002; Hoshina et al., 2004; De Clerck et al., 2006; Bittner et al., 2008;
Silberfed et al., 2010). Recientemente, Ni-Ni-Win et al. (2008, 2010) realizaron
estudios filogenéticos dentro de Padina utilizando secuencias de ADN de los
genes rbcl y cox3, evidenciando la presencia de tres nuevos registros en Japon y

la existencia de cuatro nuevas especies en el Pacifico Occidental.

En México, la primera aproximacion desde un enfoque molecular al género
corresponde a Diaz-Martinez (2008), que realizé un analisis morfométrico y
molecular (secuencias de los genes psbA, psaA e ITS) para evaluar el estatus
taxondmico de Padina gymnospora en el Golfo de México y Mar caribe, reportando
diferencias moleculares entre posibles poblaciones, pero sin manifestar patrones

morfo-anatdmicos distinguibles en los caracteres analizados.




3. JUSTIFICACION DE ESTE ESTUDIO

A pesar de los diversos trabajos que tratan la taxonomia de Padina en las costas
mexicanas (bajo el enfoque morfoldgico tradicional), su situacién taxonémica
actual no esta del todo resuelta y aun existe confusién con respecto a la
delimitacién de algunas especies (Avila-Ortiz y Pedroche 2005; Norris, 2010). Los
nuevos registros y especies de Padina encontradas en Japén y el Pacifico
Occidental (Ni-Ni-Win et al., 2008, 2010) sugieren la existencia de una mayor
diversidad a la actualmente descrita y los datos generados por Diaz-Martinez
(2008) demuestran la posibilidad de encontrar variacion genética de consideracién
en especies mexicanas morfoldégicamente indistinguibles con los criterios actuales.
Por este motivo, abordar la taxonomia del género desde el enfoque molecular
permitiria obtener informacién independiente de la morfologia para ayudar a
esclarecer los limites taxondmicos de las especies mexicanas, asi como facilitar

su reconocimiento y recuperar sus relaciones filogenéticas.

Este trabajo pretende evaluar las especies de Padina basadas en caracteres
morfologicos (“morfoespecies”; revisado en Mayden, 1997) que se distribuyen en
las costas tropicales de México, contrastando sus limites con los clados
recuperados en analisis cladisticos con secuencias de ADN. Para ello se
considero: a) el “Concepto Filogenético de Especie” segun Mishler y Theriot (2000)
definido como “Una especie es el taxon minimamente inclusivo (monofilético)
reconocido en una andlisis filogenético formal”; y b) un criterio de delimitacion de
especies basado en una topologia (Weins y Penkrot, 2002; Sites y Marshal, 2003,
2004) en donde una especie posee alelos genealdégicamente mas cercanos que

los alelos de su taxdn hermano (“mondfilia reciproca”; Avise, 1994).




4. HIPOTESIS

Las morfoespecies del género Padina actualmente registradas para las costas
tropicales mexicanas, se recuperaran dentro de clados exclusivos generados a

partir de analisis filogenéticos de secuencias de genes de plastido y mitocondria
5. OBJETIVOS

Objetivo General:

. Evaluar los limites taxonémicos de las morfoespecies de Padina en el Golfo
de México, Mar Caribe y Pacifico tropical mexicano utilizando marcadores
moleculares (secuencias de ADN) como una fuente de datos independiente.

Objetivos particulares:

Reconocer las morfoespecies de Padina distribuidas en costas tropicales
mexicanas.

Generar hipétesis filogenéticas a partir de analisis cladisticos de secuencias
de los genes psbA (plastido) y COI (mitocondria).

Analizar las coincidencias entre las morfoespecies reconocidas y los clados
recuperados en los analisis cladisticos.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de Estudio

El area de estudio se delimité dentro de costas tropicales mexicanas situadas en
las areas biogeograficas reportadas por Pedroche y Senties (2003): El Pacifico
tropical mexicano se consider6 desde Bahia de Banderas (localizado en la frontera
de Nayarit y Jalisco) hasta la frontera sureste mexicana (Oaxaca). La Provincia
Caribena en el Atlantico mexicano, a partir del sur de Tamaulipas en el Golfo de
México, hasta Quintana Roo. Se empled material biolégico de 20 localidades del

Golfo de México y Mar Caribe, y 16 del Pacifico tropical mexicano (fig. 2, Tabla 2)
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Figura 2. Localidades representadas en el estudio.

Tabla. 2 Localidades representadas en el estudio.

LOCALIDAD LATITUD LONGITUD
GOLFO DE MEXICO Y MAR CARIBE
TAMAULIPAS:
1 ALTAMIRA 22°29'52.15" -97°51'18.57"
VERACRUZ:
2 LECHUGUILLAS 20°0'24.76" -96° 34' 40.6"
3 MUNECOS 19° 44'35.7" -96° 24' 23.4"
4 VILLA RICA 19°40' 36" -96° 23' 38"
5 PENACHO DE INDIO 19°9'12.2" -96° 5' 38.17"
6 PUNTILLAS 18°42'58.9" -95°17'18.1"
7 PLAYA HERMOSA 18°39'54.63" -95° 7' 43"
8 MONTEPIO 18° 38'40.39" -95°5' 56.41"
9 BALZAPOTE 18°37'15.18" -95°4'10.82"
CAMPECHE:
10 PUERTO REAL 18° 46' 45.24" -91° 31' 51.44"
11 SABANCUY 18°59' 35" -91°11'8.3"
12 PUNTA XEN 19°10' 50" -90° 54' 9.6"
13 PLAYA BONITA 19°47'44.3" -90° 37'3.8"
14 CAMPECHE 19°51'49.9" -90° 31' 39.4"
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Tabla 2. Continuacion Localidades muestreadas durante el estudio.

LOCALIDAD LATITUD LONGITUD
YUCATAN:

15 SAN CRISANTO 21°21'20.5" -89° 8'42.6"
QUINTANA ROO:

16 PUNTA ESMERALDA 20°38' 44.7" -87°3'15.7"

17 AKUMAL 20° 24'55.3" -87°17' 56.42"

18 TULUM 20° 12' 46.96" -87° 25' 44.64"

19 PUNTA PIEDRA 20°10' 22.9" -87°26'52.4"

20 MAHAHUAL 18°43' 27" -87°42' 4.4"

PACIFICO TROPICAL MEXICANO

NAYARIT:

21 LO DE MARCOS 20°57'8.2" -105°22'9.8"
MICHOACAN

22 MAHAHUITA 18°24'7.87" -103° 31' 47.39"

23 EL ZAPOTE 18°23'14.2" -103°31' 42.4"

24 LAS PENAS 18°1'17.5" -102°30'5.8"
GUERRERO

25 LA SALADITA 17°50'10.11" -101° 46' 7.4"

26 LOS TRONCONES 17° 46' 47.3" -101° 43' 16"

27 LA MADERA 17°38'12.56" -101°33' 4"

28 LA BARRITA 17° 24' 38.4" -101° 10' 49.7"

29 CAYAQUITOS 17°18' 4" -101°3'6.3"
OAXACA

30 PUERTO ESCONDIDO 15°51' 36.4" -97°3'37.7"

31 SANTA ELENA 15°44'13.1" -96° 50' 59.1"

32 PUERTO ANGEL 15° 39' 56.5" -96° 29' 24.5"

33 SAN AGUSTIN 15°41'4.3" -96° 14' 22.5"

34 LA ENTREGA HUATULCO 15° 44' 36.34" -96° 7' 40.57"

35 LA COLORADA 15°57'12.5" -95° 34' 44.2"

36 PLAYA AZUL 16°6'57.8" -95° 16' 54.6"
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6.2 Material biolégico

Se efectuaron exploraciones ficoldgicas en las costas de los estados de Veracruz,
Oaxaca, Guerrero y Michoacan durante el 2009 y 2010. Ademas se incluyo
material previamente recolectado en 2007 y 2008 en las costas del Golfo de
México y Mar Caribe. Finalmente, se complementé el material bioldgico con
ejemplares de herbario pertenecientes a los herbarios FEZA (FES Zaragoza,
UNAM), ENCB (Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, IPN) y UAMI
(Universidad Autonoma Metropolitana Iztapalapa) (Anexo 1).

Para los ejemplares recolectados en campo se tomé una pequefia muestra del talo
(preferentemente cerca del margen) que fue cepillada con agua destilada para
retirar arena y posibles epifitas, seguido de su deshidratacion en silica gel para los
analisis moleculares. Los ejemplares de respaldo fueron prensados y etiquetados.
Ya en el herbario, fueron rehidratados en una solucién jabonosa precalentada y se
realizaron cortes anatdmicos manualmente con una navaja de rasurar y
examinados en un microscopio de campo claro para su determinacion
taxonomica, de acuerdo con los caracteres morfoldgicos descritos en la literatura
para cada morfoespecie. Finalmente, los ejemplares de respaldo fueron

incorporados a la coleccion del herbario FEZA.

Los ejemplares de herbario fueron reexaminados taxonémicamente y en caso
necesario se realizaron las correcciones nomenclaturales pertinentes.
Posteriormente, se les cortd una porcion libre de epifitas y otros posibles
contaminantes mediante su diseccion en un estereoscopio. Dicha muestra fue

empleada para los analisis moleculares.

Se seleccionaron en total 107 ejemplares de Padina de las costas mexicanas
(Anexo 1) incluyendo todo el material disponible, con la finalidad de representar
poblaciones de distinta distribucion geografica para cada morfoespecie y, en

medida de lo posible, mas de un ejemplar por localidad.
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6.3 Técnicas moleculares

6.3.1 Extraccion de ADN

El ADN total fue extraido con el método del 2X CTAB (Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio) (Doyle y Doyle, 1987) modificado por Salazar (com. pers.)
la adicion de 2% de Polivinilpirrolidona (PVP). Antes de iniciar la extraccién, se
anadio6 al tampdén 0.4% de 2-mercaptoetanol y se precalentd a 65°C. Se colocé un
fragmento del talo de aproximadamente 1 cm?en un mortero esterilizado. En
seguida se agrego nitrogeno liquido para el congelamiento completo de la
muestra. Inmediatamente después de que el nitrdgeno se evaporé por completo,
la muestra se trituré hasta producir un polvo fino. Con una espatula limpia se
transfirio una pequena cantidad a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se agregd 500
ML del tampon de CTAB caliente. En el caso de muestras muy delgadas se triturd
directamente en tubo Eppendorf. Posteriormente se homogenizo la mezcla del
tubo usando un minipistilo esterilizado y se le incubé a 65°C durante 30 min. Se
realizo la extraccion con 500 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), dejando
escapar el gas y mezclando varias veces con suavidad dejando reposar durante
30 min. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 9,000 RPM durante
10 min y se transfirio la fase acuosa a un tubo Eppendorf de 1.5 mL limpio y

etiquetado.

El ADN fue precipitado con 350 uL de isopropanol a -20°C, invirtiendo
suavemente el tubo varias veces hasta observar la precipitacion como un
enturbiamiento de la mezcla extracto-alcohol. Se dejaron reposar los extractos a -
20°C por lo menos durante una hora; en caso de muestras de herbario se
prolongo el tiempo hasta por dos dias para incrementar la precipitacién.
Posteriormente se centrifugaron las muestras a 13,000 RPM durante 5 miny se
descarto el liquido. Se lavo el ADN con 500 pL de etanol al 70%, centrifugando las
muestras nuevamente a 13,000 RPM durante 3 min y se desechd el liquido
cuidando de no perder el precipitado. Los extractos fueron secados en una
centrifuga de vacié durante 4 min a temperatura ambiente. Ya seco el precipitado,

fue resuspendido en 50 pL de tampon Tris bajo en EDTA y se les mantuvo a -
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20°C. Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de

etidio para verificar la presencia de ADN
6.3.2 Amplificacién de los genes seleccionados.

Se selecciond un gen de plastido y otro de mitocondria con la finalidad de incluir
informacion filogenética de dos genomas independientes. El primer marcador
elegido es el gen de plastido psbA, que codifica la proteina D1 tilacoidal del
fotosistema 2 P680. Este gen ha sido utilizado en diversos estudios dentro de las
Phaeophyceae y ha mostrado variacion suficiente para la distincion de variedades
en Dictyota (Dictyotaceae) (Hwang et al., 2005). El gen mitocondrial COI
(citocromo C oxidasa 1) se ha empleado como “cédigo de barras” genético para la
identificacion de especies en animales (Hebert et al., 2003 a, b) y de igual manera
en algas rojas (Saunders 2005; Robba et al., 2006) y algas pardas (Kucera y
Saunders 2008; McDevit y Saunders 2009), aunque aun falta por probarlo en

algunos grupos de algas.

Las regiones de ADN de interés se amplificaron en reacciones en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) usando el “Taq PCR Core Kit” (Qiagen)
ajustado a reacciones de 25 pL y con la adicion de 1 yL BSA, en un termociclador
Gene Amp® PCR 9700 de Applied Biosystems®. El gen psbA, de
aproximadamente 952 pares de bases (pb), se amplificé en una sola pieza con los
primers psbAF1 y psbAR1 (Tabla 3) bajo el programa descrito en la Tabla 4. De
igual manera, el gen COI (aproximadamente 700 pb) fue amplificado en una sola
pieza con los primers GazF2 y GazR2 (Tabla 3) utilizando el mismo programa que
en psbA, pero durante mas ciclos (Tabla 4) (McDevit y Saunders, 2008). Para
confirmar la amplificacion de ADN, se llevaron a cabo electroforesis en gel de
agarosa al 1% tefidos con bromuro de etidio. En caso de observarse poco
producto de PCR, se procedio a realizar una reamplificacion bajo el mismo

programa pero durante 16 ciclos.
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Tabla 3. Primers empleados en el estudio.

Gen o Nombre del Secuencia Direcciéon Referencia
region “Primer”
psbA psbAF1 ATGACTGCTACTTTAGAAAGACG 5°-3’ Yoon et
al.,(2002)
psbAR1 GCTAAATCTARWGGGAAGTTGTG 3.5 Yoon et
al.,(2002)
COI GazF2 CAA CCA YAA AGA TAT WGG TAC 5°-3’ Lane et al.,.
(2007)
GazR2 GGA TGA CCA AAR AAC CAA AA 3.5 Lane et al.,.
(2007)

Tabla 4. Programas de PCR utilizados en la amplificacion de psbA y COI

Temperatura/Tiempo

psbA COlI
Pre-desnaturalizacion 94°C/4 min. 94°C/4 min.
Desnaturalizacion 94°C/1 min. 94°C/1 min.
Re-naturalizacion 50°C/1 min. 28 ciclos 50°C/1 min. 35 ciclos
Extension 72°C/1 min. 72°C/1 min.
Extension final 72°C/7 min. 72°C/7 min.

6.3.3. Secuenciacion

Las reacciones de secuenciacion ciclica (“cycle sequencing”) de ADN se
efectuaron tanto en el Laboratorio de Sistematica Molecular del Instituto de
Biologia de la UNAM cémo en los laboratorios de “High-Throughput Sequencing
Solutions” de la Universidad de Washington, Estados Unidos (www.htseq.org). En
el caso de las muestras trabajadas en el Instituto de Biologia, se procedi6 a la
purificacion de los productos de PCR en columnas de silica QlIAquick (Qiagen®)
de acuerdo al protocolo del fabricante. Posteriormente, se efectuaron reacciones
de secuenciacion ciclica con el “Big Dye Terminator” version 3.1 de Applied
Biosystems® y los mismos primers empleados en la amplificacién, en volumen
ajustado a 5 pL totales con 1 pL de Big Dye. Los productos para secuenciacion
fueron purificados con columnas CENTRI-SEP (Princeton Separations®) bajo el
protocolo del fabricante. Los productos limpios fueron secados por centrifugacion
al vacio a 60°C durante 20 min y secuenciados en un secuenciador automatico de

capilares 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®).

-15- —



Para los productos de PCR enviados a Washington, se colocaron en placas de 96
pozos debidamente etiquetados y con su respectiva placa de primers y selladas
para su envio siguiendo las especificaciones marcadas por el laboratorio prestador
del servicio. Los cromatogramas obtenidos fueron editados con el programa
Sequencher 4.8 (Gene Codes®) y alineadas visualmente para la construccion de

las matrices de datos.

6.4 Analisis filogenéticos
6.4.1 Generacion de hipétesis filogenéticas.

A partir de las secuencias generadas se construyd una matriz de datos para psbA,
otra para el gen COl y una tercera con la concatenacion de los dos genes
(psbA+COl). Para los ejemplares que carecian de una secuencia en la matriz
concatenada se completaron los caracteres como ausentes “?” . Se incluyeron
como grupo externo secuencias de otros géneros de la familia Dictyotaceae
(Dictyota, Lobophora, Dictyopteris, entre otros) descargadas de GenBank y otras

generadas en este trabajo (Anexo 1).

Con la finalidad de obtener la mejor hipoétesis filogenética de ambos genes, pero
considerando la posibilidad de obtener diferentes historias filogenéticas de cada
uno (Nichols, 2001), se siguié la metodologia propuesta por Wiens (1998) para la
combinacién de conjuntos de datos distintos. De esta forma, se efectuaron analisis
independientes de cada gen evaluando el soporte individual de los clados;
posteriormente se analizaron los genes concatenados como la mejor estimacion
filogenética, pero considerando cuestionables aquellas partes del arbol con

conflictos fuertemente apoyados en los analisis por separado.
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Para obtener la hipotesis filogenética mas objetiva y robusta, las matrices se
analizaron por dos métodos con fundamentos distintos (Holder y Lewis, 2003)
suponiendo que recuperaran relaciones filogenéticas similares o incluso idénticas
si los datos no presentan conflictos. Por un lado se realizé una busqueda bajo el
criterio de parsimonia con el programa PAUP* versién 4.02 (Swofford, 2003) y por
el otro un analisis de inferencia bayesiana con Mr.Bayes (Huelsenbeck y Ronquist,
2001). El criterio de parsimonia es simple, no paramétrico y asume,
implicitamente, que el cambio evolutivo es lento, por o que un arbol que minimiza
los cambios (pasos) es la mejor estimacion de la filogenia (Page y Holmes, 1998).
Por otra parte, la inferencia bayesiana es un método paramétrico y probabilistico
que permite una reconstruccion mas precisa de la filogenia al corregir multiples
eventos de mutacidon en un mismo sitio incorporando un modelo de evolucion

molecular (Huelsenbeck y Ronquist, 2001).

Para los analisis con el criterio de maxima parsimonia (MP) se realiz6 una
busqueda heuristica de 1000 réplicas con adicién aleatoria de terminales e
intercambio de ramas “tree-bisection-reconnection”, caracteres no ordenados y de
igual peso (parsimonia de Fitch; Fitch, 1971) guardando hasta 20 cladogramas por
repeticion para evitar que el analisis se encasille en islas de arboles sub-6ptimos.
El apoyo interno de los clados se evalué mediante un analisis de bootstrap
(Felsenstein, 1985), efectuando 300 repeticiones cada una de 20 réplicas de
secuencias de adicion de terminales al azar y TBR, reteniendo hasta 20

cladogramas mas parsimoniosos por repeticion.

En analisis bayesiano (BS) se crearon, para las matrices de psbA y COlI, tres
particiones considerando la posicidn de codon (12, 2%y 3%) y en el caso de la
matriz combinada seis particiones (tres por cada gen). Los mejores modelos de
evolucion molecular fueron calculados con Modeltest (Posada y Crandall, 1998)
para cada particion bajo el criterio de Informacién Akaike (1974). Posteriormente,
se decidio implementar un modelo independiente desligando cada particién bajo el
supuesto de que cada posicidn de coddn posee una tasa de sustituciones y

frecuencias independientes (Page y Holmes, 1998).

-17- —



En el gen psbA a la primera posicion se le asigné un modelo “Transitional” de seis
parametros libres y frecuencias de bases desiguales; en la segunda posicion el
modelo “Two parameter-transversion” con cinco parametros libres y frecuencias de
bases desiguales, mas proporcion de invariables; en la tercera posicion un modelo
“Transversional model” de siete parametros libres, frecuencias de bases

desiguales con distribucion gama y proporcién de invariables.

Para el gen COI se asigné un modelo “General time-reversible” de ocho
parametros libres, frecuencias de bases desiguales, mas proporcién de invariables
y distribucion gama en la primera y tercera posicion; y en la segunda posicidén un
“Transversional model” de siete parametros libres, frecuencias de bases
desiguales y proporcion de invariables. Para los genes concatenados se asignaron
los mismos modelos mencionados en el analisis individual de cada gen y

desligando todas las particiones.

Para cada matriz se ejecutaron dos analisis paralelos, consistentes de cuatro
cadenas Markov Montecarlo, que corrieron 5 000 000 generaciones (para
aumentar la posibilidad de que el analisis alcance la estabilidad) y obteniendo
muestras cada 100 generaciones. Se grafico el numero de generacion contra la
verosimilitud obtenida en cada muestra para obtener una curva y evaluar
visualmente si alcanzo la estabilidad. La estabilidad se alcanz6 aproximadamente
a las 100,000 generaciones en el caso de psbA y psbA+COl, y en el caso de COI
se observé aproximadamente en la 200,000. En cada analisis las primeras 500
000 generaciones fueron descartadas como el “burn-in” y se realizé un filograma
con el largo de ramas promedio a partir de los 90 000 arboles restantes generados
por las dos cadenas, asignandoles los valores de las probabilidades posteriores en

cada rama.
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6.4.2 Evaluacion de las morfoespecies de acuerdo a los clados recuperados

Una vez generadas las hipotesis filogenéticas, y bajo criterio de delimitacién de
especies basado en “monofilia reciproca”, se examinaron las topologias a fin de
encontrar clados que coincidieran de forma exclusiva con las morfoespecies

reconocidas en este trabajo.

6.4.3 Exploracion de la variacién genética en los genes utilizados.

Con el fin de explorar las diferencias genéticas en las regiones utilizadas, se
efectud una comparacién de las secuencias en PAUP* (Swofford, 2003). Para
cada gen, se calcularon dos matrices de distancias entre morfoespecies: la
primera comparando la distancias minima y maxima absoluta y la segunda

comparando los valores p sin corregir maximos y minimos.
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7. RESULTADOS

7.1 Morfoespecies reconocidas.

Se reconocieron seis morfoespecies para las costas del Atlantico y siete en el
litoral del Pacifico. Las principales caracteristicas utilizadas para la determinacion
taxondmica se mencionan a continuacion y se resumen en la Tabla 5. Dentro de
los caracteres diagnosticos se excluy6 la presencia de la fase Vaughaniella debido
a que no fue observada en la mayoria de los individuos revisados, incluso en
aquellos en cuya morfoespecie esta registrada. La ubicacion geografica de las

localidades se pueden consultar en la fig. 2 y Tabla 2.

7.1.1 Morfoespecies reconocidas en el Golfo de México y Mar Caribe

Padina antillarum (Kitzing) Piccone Lams. 1-Ay 4-A.

Se consideraron como P. antillarum a ejemplares en los que se observo: 1)
laminas de lobadas a laciniadas, profundamente divididas, estipite cilindrico a
cbnico; 2) cuatro capas de células en la region media y basal del talo; 3)
calcificacion escasa o nula; 4) soros oogoniales y esporangiales distribuidos en la
cara externa y en el caso de los esporangiales, también esparcidos en manchones
en la cara interna; 5) soros en la cara externa formando bandas a cada lado de la
linea de pelos feoficeos y de presentarse internos esparcidos sobre la lamina; 6)

presencia de indusio cubriendo los oogonios y ausencia en los esporangios.

Comentarios particulares: como caracteristica distintiva se observo la germinacion

de esporas in situ (Wynne y De Clerck, 1999).

Material revisado. Tamaulipas: Altamira, 14 abril 2002, (UAMI 1015). Campeche:
Puerto Real, 12 abril 2007, (FEZA 827); Puerto Real, 13 junio 2007, (FEZA 1743);
Sabancuy, 21 abril 2006 (FEZA 758); Sabancuy, 24 junio 2006, (FEZA 708);
Sabancuy, 12 abril 2007; (FEZA 825, 1744).

Referencias (Piccone, 1886; Wynne y De Clerck, 1999; Garcia, 2007).
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Padina boergesenii Allender et Kraft Lams. 1-B y 4-B.

Los ejemplares agrupados dentro de esta morfoespecie presentaron: 1) laminas
enteras a divididas, lobadas, estipite cilindrico a cénico; 2) hasta tres capas de
células en la region basal ocasionalmente tres debido a la division incompleta de
células corticales internas en la region media; 3) calcificacion fuerte a moderada
sobre la cara interna de la lamina y escasa en la externa; 4) soros formando lineas
continuas en la cara externa y manchones en la cara interna; 5) en la cara externa
los soros se presentan en la parte media entre la linea de pelos; 6) las lineas de
soros en la cara externa se alternan en zonas fértiles y estériles; 7) indusio

ausente en los esporangios y persistente en los oogonios.

Material revisado. Veracruz: Villa Rica, 31 marzo 2006, (FEZA 928); Villa Rica, 24
mayo 2009, (FEZA 1745); Playa Hermosa, 3 julio 2009 (FEZA 1746); Montepio, 3
julio 2009,(FEZA 1747). Campeche: Puerto Real, 12 abril 2007, (FEZA 1227);
Puerto Real, 13 junio 2007, (FEZA 1750); Puerto Real, 2 octubre 2007, (FEZA
1748, 1749); Sabancuy, 12 abril 2007, (FEZA 1752).

Referencias (Allender y Kraft, 1983; Garcia, 2007, Avila-Ortiz, et al., 2011).

Padina gymnospora (Kitzing) Sonder Lams. 1-C y 4-C.

Los ejemplares incluidos en esta morfoespecie presentaron: 1) laminas de enteras
a muy divididas, lobuladas, estipite conico; 2) cuatro a seis capas de células en la
parte media y seis a mas de diez en la region basal del talo; 3) calcificacion ligera
a nula; 4) soros oogoniales y esporangiales en lineas en la cara interna y
manchones en la cara externa; 5) soros entre las lineas de pelos en la cara interna
y esparcidos en la cara externa; 6) los soros esporangiales se presentan cubiertos

por un indusio conspicuo persistente.

Material revisado. Veracruz: Lechuguillas, 12 septiembre 2009, (FEZA 1741);
Playa Mufiecos, 10 octubre 2007, (FEZA 840, 841); Villa Rica, 12 diciembre 2004,
(FEZA 773, 774); Villa Rica, 31 marzo 2006, (FEZA 735, 776); Penacho de Indio, 9
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noviembre 2007, (FEZA 829, 951); Puntillas, 4 julio 2009, (FEZA 1220).
Campeche: Puerto Real, 13 junio 2007, (FEZA 824); Puerto Real, 4 noviembre
2007, (FEZA 836); Sabancuy, 4 septiembre 2007, (FEZA 837, 843); Punta Xen, 21
abril 2006, (FEZA 736); Playa Bonita, 14 abril 2007, (FEZA 839). Yucatan:
Escollera de San Crisanto, 13 abril 2007, (FEZA 838, 1742); Escolleras de San
Crisanto, 23 junio 2006, (FEZA 826). Quintana Roo: Punta esmeralda 1
septiembre 2007, (FEZA 828, 835); Punta Esmeralda, 29 septiembre 2007, (FEZA
830); Punta Esmeralda, 14 junio 2007 (FEZA 831); Punta Piedra, 30 septiembre
2007, (FEZA 832, 842); Mahahual, 1 octubre 2007, (FEZA 833, 834);

Referencias (Sonder, 1871; Allender y Kraft, 1983; Garcia, 2007).

Padina haitiensis Thivy in W.R. Taylor Lams. 1-D y 4-D.

Los ejemplares de esta morfoespecie presentaron: 1) laminas enteras a poco
divididas, lobadas, estipite marcado; 2) dos capas de células a lo largo del talo; 3)
calcificacion abundante en la cara interna y poca o ausente en la cara externa; 4)
soros esporangiales y oogoniales en la cara externa del talo; 5) formacion bandas
irregulares de esporangios inmediatamente arriba o entre los pelos feoficeos;

alternando entre zonas fértiles y estériles; y 6) indusio presente.

Comentarios particulares: muy similar a P. sanctae-crucis pero con la presencia de

pelos ferruginosos.

Material revisado. Quintana Roo: Akumal, 29 septiembre 2007, (FEZA 1759).

Referencia: (Taylor, 1960).
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Padina sanctae-crucis Bgrgesen Lams. 2-Ay 4-E.

Se incluyeron dentro de esta morfoespecie a los ejemplares que presentaron: 1)
laminas enteras a poco divididas, lobadas, de estipite conico; 2) dos capas de
células a lo largo del talo; 3) calcificacion abundante a moderada en la cara interna
y poca o ausente en la cara externa; 4) esporangios u oogonios en la cara inferior
del talo; 5) disposicion de soros en lineas continuas sobre la linea de pelos,

alternando entre zonas fértiles y estériles; y 6) indusio evanescente.

Material revisado. Veracruz: Balzapote, 11 septiembre 2009, (FEZA 1223,
1753). Campeche: Playa Bonita, 14 abril 2007, (FEZA 1754, 1755); Campeche, 14
abril 2007, (FEZA 1224). Quintana Roo: Punta Esmeralda, 1 septiembre 2007,
(FEZA1756); Tulum, 15 junio 2007, (FEZA 1757); Punta Piedra, 30 septiembre
2007, (FEZA 1222); Akumal, 2 septiembre 2007, (FEZA 1758); Mahahual, 1
octubre 2007, (FEZA 1221).

Referencias (Bergesen, 1914; Abbot y Huisman, 2003; Geraldino et al., 2005;
Garcia. 2007).

Padina sp. 1. Lams. 2-B y 4-F.

Los ejemplares que fueron considerados dentro de esta morfoespecie consisten
en: 1) lamina divididas, lobadas, estipite conico; 2) dos capas de células a lo largo
del talo; 3) calcificacion abundante en la cara interna y escasa en la cara externa;
4) oogonios en la cara inferior del talo y una linea discontinua de soros en la cara
interna, opuestos; 5) oogonios arriba de la linea de pelos feoficeos; 6) indusio

presente.

Comentarios particulares: la presencia de oogonios en la cara interna de la lamina
no se describe para P. sanctae-crucis y P. haitiensis y por esta razén se trata

como una morfoespecie distinta. No se observaron esporofitos.

Material revisado. Veracruz: Puntillas, 4 julio 2009, (FEZA 1226, 1760). Quintana
Roo: Punta Piedra, 2 septiembre 2007, (FEZA 1225).
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7.1.2 Morfoespecies reconocidas del Pacifico Tropical mexicano.

Padina caulescens Thivy Lams. 2-C y 4-G.

El ejemplar considerado dentro de esta morfoespecie presentd: 1) ldminas dividas,
lobuladas, estipite muy marcado y delgado; 2) incremento inmediato en el numero
de capas de células hasta diez en la parte basal; 3) calcificacién nula. 4) soros
esporangiales creciendo en la cara interna en lineas o esparcidos; 5) indusio en

esporangios inmaduros.
Material revisado. Michoacan: El Zapote, 14 diciembre 2009, AGAO 33 (ENCB).

Referencias (Taylor, 1945; Avila-Ortiz y Pedroche, 2005).

Padina concrescens Thivy Lams. 2-D y 4-H.

Los ejemplares reconocidos dentro de esta morfoespecie presentaron las
siguientes caracteristicas: 1) laminas dividas, lobuladas, estipite cénico, en
algunos casos sin el disco de fijacion; 2) incremento inmediato en el numero de
capas de células llegando a ser de cuatro a seis en la parte media y mayor a diez
en la parte basal; 3) calcificacién nula; 4) los soros esporangiales dispuestos en
manchones en la cara interna y externa; 5) los soros sin indusio. 6) talos postrados

creciendo de forma imbricada.

Material revisado. Oaxaca: San Agustin 15 marzo 2010, (FEZA 1776); La Entrega,
14 marzo 2010, (FEZA1777).

Referencias (Taylor, 1945).
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Padina crispata Thivy in Taylor Lams. 2-E y 5-A.

Los ejemplares reconocidos dentro de esta morfoespecie presentaron: 1) [aminas
divididas con un margen crispado caracteristico, estipite cilindrico; 2) en el margen
del talo dos a cuatro capas de células, en la zona media cuatro capas de células y
en la base hasta nueve capas de células; 3) la cara interna esta fuertemente
calcificada; 4) los soros esporangiales y oogoniales se dispuestos en lineas
irregulares sobre la superficie interna; 5) indusio presente en los oogonios en

etapas tempranas del desarrollo.

Comentarios particulares: Se encontraron dos ejemplares que no se ajustaron a
esta morfoespecie. En el caso del ejemplar (FEZA 1795) se observa que el
numero de capas en la region basal disminuye a seis provocando una confusion
con P. mexicana var. erecta. Por otro lado, el ejemplar (FEZA 1794) presenta un
incremento en la regién basal a doce capas, lo que no esta descrito para la

especie. A estos ejemplares se les nombré como Padina aff. crispata.

Material revisado. Michoacan: Las Pefas, 8 marzo 2010, AGAO 39 (ENCB); Las
Pefas, 8 mayo 2010, (FEZA 1790, 1791, 1794). Guerrero; Los troncones, 9 mayo
2010, (FEZA 1792, 1795); La Barrita, 17 abril 2009, AGAO 18 (ENCB). Oaxaca:
Puerto Escondido, 16 marzo 2010, (FEZA 1794).

Referencias (Taylor, 1945; Avila-Ortiz y Pedroche, 2005).

Padina durvillei Bory de Saint-Vincent Lams. 2-F, 3-Ay 5-B.

Los ejemplares de esta morfoespecie presentaron; 1) laminas de enteras a poco
divididas, muy lobuladas, con estipite cénico, de consistencia rigida; 2) incremento
inmediato en el numero de capas de células llegando a ser mayor a diez en la
parte basal; 3) calcificacion nula; 4) los soros esporangiales y oogoniales
presentes en una o ambas caras de la lamina, dispuestos en lineas irregulares
ceca del margen y en manchones hacia la base de la lamina en la cara interna; 5)

indusio no evidente o presente en esporangios inmaduros.
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Comentarios particulares: Se registraron dos ejemplares con caracteristicas que
no se ajustan a esta especie por completo. El ejemplar (FEZA 1774) presento diez
capas de células en la region basal y una lamina mas dividida y forma espatulada.
En el caso del ejemplar (FEZA 1775), se observo un numero de capas celulares
no mayor a diez, soros esporangiales en la cara externa con indusio. Estos

ejemplares fueron nombrados Padina aff. durvillei.

Material revisado. Nayarit: Lo de Marcos, 21 marzo 2009, AGAO 15 (ENCB).
Michoacan: El Zapote, 12 diciembre 2008, AGAO 8 (ENCB); Las Penas, 2
diciembre 1995, (FEZA 98); Las Pefias, 9 marzo 2010, AGAO 42, 43 (ENCB); Las
Pefias, 8 mayo 2010, (FEZA 1769). Guerrero: La Saladita, 9 mayo 2010, (FEZA
1770, 1771, 1774); Los Troncones, 9 mayo 2010, (FEZA 1772); La Madera, 9
mayo, 2010, (FEZA 1775); La Barrita, 10 mayo 2010, (FEZA1773).

Referencias (Bory de Saint-Vincent, 1827; Taylor, 1945; Avila-Ortiz y Pedroche
2005).

Padina mexicana Dawson var. mexicana Figs. 3-B y 5-C.

Los ejemplares reconocidos dentro de esta morfoespecie presentaron: 1) [aminas
enteras a divididas, lobuladas, estipite conico; 2) en el margen dos capas de
células, en la zona media y basal seis capas de células; 3) calcificacion fuerte a
moderada a en la cara interna; 4) soros oogoniales y esporangiales sobre la
superficie interna; 5) soros oogoniales y esporangiales principalmente dispuestos
en lineas regulares, entre las lineas de pelos, alternando con las zonas de
carbonato de calcio; 6) soros cubiertos por un indusio; 7) talos postrados

creciendo de forma imbricada.

Material revisado. Guerrero: La Madera, 9 mayo 2010, (FEZA 1761, 1762).

Referencias (Dawson, 1944; Avila-Ortiz y Pedroche 2005).

-26- —



Padina mexicana Dawson var. erecta Avila-Ortiz Lam. 3-C.

Se consideraron dentro de esta morfoespecie a ejemplares que presentaron; 1)
laminas enteras, lobuladas, estipite conico; 2) en el margen dos capas de células,
en la zona media y basal hasta seis capas de células; 3) calcificacion moderada
en la cara interna; 4) soros oogoniales y esporangiales sobre la superficie interna y
ocasionalmente se presentan sobre la superficie externa en lineas irregulares; 5)
soros oogoniales y esporangiales principalmente dispuestos en lineas regulares,

alternando con las zonas de carbonato de calcio; 6) soros cubiertos por un indusio;

Comentarios particulares: a diferencia de P. mexicana var. mexicana, este talo es

erecto.

Material revisado: Nayarit: Lo de Marcos, 31 marzo 2009, AGAO 29 (ENCB).
Michoacan: El Zapote, 14 diciembre 2009, AGAO 34 (ENCB); Las Pefas, 8 mayo
2010, (FEZA 1763). Guerrero: La Barrita, 10 mayo 2010, (FEZA 1764, 1765,
1766); Cayaquitos, 19 noviembre 2000, (FEZA 1767). Oaxaca: La Entrega, 14
marzo 2010, (FEZA 1768).

Referencias (Avila-Ortiz, 2003; Avila-Ortiz y Pedroche, 2005).

“Padina ramonribae” Avila-Ortiz et Pedroche (invalido) Lams. 3-D y 5-D.

Dentro de esta morfoespecie se consideraron aquellos ejemplares que
presentaron: 1) laminas divididas, ligeramente crispadas; 2) en el margen dos
capas de células, incrementandose rapidamente hacia la parte media, por lo
general de cinco a seis capas y en la parte basal hasta 10 capas de células; 3) con
impregnaciones de carbonato de calcio sélo sobre la cara interna en el margen; 4)
soros esporangiales sobre la superficie interna dispuestos en lineas irregulares
hacia el margen y en parches hacia la bese de la lamina; 5) soros entre las bandas
de pelos, los cuales, son poco evidentes; 6) soros esporangiales y oogoniales con

indusio cuando jovenes.
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Material revisado. Michoacan: Mahahuita, 11 marzo 2010, AGAO 45 (ENCB).
Guerrero: La Saladita, 9 mayo 2010, (FEZA 1778); Los Troncones, 1 noviembre
2008, AGAO 7 (ENCB); La Madera, 1 noviembre 2009, (FEZA 1779); La Barrita,
17 abril 2009, AGAO 17 (ENCB); Cayaquitos, 24 septiembre 1999, (FEZA 1780,
1782); Cayaquitos, 10 mayo 2010, (FEZA 1781). Oaxaca: Puerto Escondido, 16
marzo 2010, (FEZA 1783, 1784); Santa Elena, 15 marzo 2010, (FEZA 1785, 1786)
Puerto Angel, 15 marzo 2010, (FEZA 1787); La Colorada, 14 marzo 2010, (FEZA
1788); Playa Azul, 14 marzo 2010, (FEZA 1789).

Referencias (Avila-Ortiz y Pedroche, 2005).

Padina sp 2. Lams. 4-E y 5-E.

Este es un ejemplar que presento, entre las caracteristicas observables: 1)
laminas divididas a lobadas, ligeramente crispadas; 2) hasta cuatro capas de
células en la region basal; 3) calcificacion fuerte a moderada en la cara interna del
talo; 4) soros (¢,00gonios?) en la cara interna distribuidos en la lineas discontinuas;

5) indusio en soros inmaduros.

Comentarios particulares: Este es el unico ejemplar del Pacifico que presento
cuatro capas en la regién basal y pertenece al herbario ENCB del Instituto

Politécnico Nacional.

Material revisado. Michoacan: Mahahuita, 12 diciembre 2008, AGAO 1 (ENCB).
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Tabla 5. Resumen de caracteres diagnésticos de las morfoespecies de Padina incluidas en este analisis

Especie Forma de lalamina  Capas Calcificacion Posicion de los soros Soros respecto a lalinea  Presencia de Otras
celulares en cara interna y/o de pelos indusio caracteristicas
externa distintivas
Costa del Atlantico
Padina antillarum Lobada a laciniada, 2 parte Escasa o Nula  Oogonios y esporas Sobre y debajo la linea Ausente en Germinacion
profundamente apical, 4 en lineas en la cara de pelos en cara externa.  esporangios, de
dividida, estipite parte media externa, y esporangios  Esparcidos en cara presente en esporangios in
cilindrico a conico 4 parte también en interna oogonios situ
basal manchones en cara
interna
Padina boergesenii  lamina entera a 2-3 en todo Fuerte a Lineas en cara Entre las lineas de pelos;  Ausente en
dividida, lobada, el talo moderada en externa, manchones alternancia entre zonas esporangios,
estipite cilindrico a cara interna, en interna fértiles y estériles persistente en
conico escasa en oogonios
externa
Padina lamina de enteraa  4-6 parte Ligera o en Lineas en cara interna  Entre las bandas de Esporangios Especie de
gymnospora muy dividida, media, 6-10 ambas capas y manchones cara pelos en cara interna, con indusio mayor grosor
lobulada, estipite parte basal externa esparcidos en cara persistente del Atlantico
conico externa
Padina haitiensis lamina dividida, 2 entodoel Fuerte cara Presentes en cara Bandas entre las lineas Persistente
lobada, estipite talo interna, externa, ausentes en de pelos. en
marcado escasa o interna esporangios
ausente cara
externa
Padina sanctae- lamina entera a 2 en todo el Fuerte cara Lineas presentes enla  Sobre lineas de pelos; Evanescente
crucis dividida, lobada, de  talo interna cara externa, alternancia entre zonas en
estipite cénico ausentes en lainterna  fértiles y estériles. esporangios
Padina sp 1 lamina dividida, 2 en todo el Fuerte cara Oogonios en cara Bandas sobre lineas de Ausente en Los oogonios
lobada, estipite talo interna externa, pocos y pelos; alternancia entre oogonios en la cara
conico dispersos cara interna  zonas fértiles y estériles interna no
estan
reportados

para Padina
haitiensis 'y P.
sanctae-crucis
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Tabla 5. Resumen de caracteres diagndsticos de las morfoespecies de Padina incluidas en este analisis.

Continuacion.
Costa del Forma de lalamina  Capas Calcificacion Posicion de los soros Soros respecto a linea Presencia de Otras
Pacifico celulares en cara interna y/o de pelos indusio caracteristicas
externa distintivas
Padina caulescens Laminas muy 2 parte Nula Esporangios en lineas  No se observaron Presente en Varias veces
dividas, lobuladas, apical, de 9 discontinuas en la bandas de pelos sSoros dividida, con
estipite muy a 12 parte cara interna inmaduros estipite
marcado y basal conspicuo
cilindrico
Padina laminas dividas, 4-6 parte Nula Esporangios en No se observaron No se Habito
concrescens lobuladas, estipite media, 10- lineas, esparcidos o bandas de pelos observo postrado
conico, se pierde 20 parte en parches, en ambas indusio. caracteristico
el disco de fijacion basal caras de esta
especie
Padina crispata Lamina dividida con  2-4 parte Fuerte en cara  Esporangios y Entre las bandas de En oogonios
un margen crispado  apical, 9 en interna oogonios en lineas en pelos en etapas
caracteristico, parte basal cara interna tempranas
estipite cilindrico
Padina durvillei lamina de enteraa 4 parte Nula Esporangios y No se observaron No evidente o Especie de
poco dividida, muy apical, >10 oogonios en lineas bandas de pelos presente en mayor grosor
lobulada, con parte basal irregulares 6 esporangios del Pacifico
estipite conico, de manchones en ambas inmaduros
consistencia rigida caras del talo
Padina mexicana lamina entera a 2 parte Fuerte a Oogonios y Entre las lineas de pelos  Presencia de Habito
var. mexicana dividida, lobulada, apical, 6 moderada en esporangios en lineas indusio en postrado.
estipite cénico parte basal cara interna en cara interna. 0oogonios y
esporangios
Padina mexicana talos enteros, 2 parte Fuerte a Oogonios y Entre las lineas de pelos  Presencia de Habito erecto
var. erecta lobulados, estipite apical, 6 moderada en esporangios en lineas indusio en
conico parte basal cara interna en cara interna, oogonios y
ocasionalmente sobre esporangios
la cara externa
“Padina lamina dividida, 2enel Ligeraenla Esporangios y Entre bandas de pelos; Presente en
ramonribae” ligeramente margen, 4-6  cara interna oogonios en lineas bandas de pelos poco Soros
crispada parte media, cerca del irregulares 6 evidentes inmaduros,
10 parte margen manchones en cara restos en
basal interna maduros
Padina sp. 2 lamina divida a 2 parte Calcificacién Carainterna en lineas  No se aprecia Indusio en ejemplar de 4
lobada, ligeramente  apical, 4 fuerte a discontinuas Soros capas
crispada; parte media moderada en inmaduros. detectado en
y basal la cara interna el Pacifico
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Lamina 1. A. Padina antillarum, presentando esporangios germinados en la cara interna (FEZA 708).
Barra= 1cm.; B. P. boergesenii, presentando esporangios (es) en la cara externa, arriba de la linea de pelos
feoficeos (pf) y alternando con zonas estériles (ze) y calcificacion (ca) en la cara externa (FEZA 1745).
Barra= 1 cm.; C. P. gymnospora, mostrando calcificacion ligera (ca) en la cara interna (FEZA 1220).
Barra 1cm.; D. P. haitiensis, presentando esporangios (es) en bandas arriba de la linea de pelos feoficeos
en la cara externa y carbonato de calcio (ca) en la cara interna, alternando entre zonas estériles (ze) y
fértiles (FEZA 1759). Barra=1 cm.
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Lamina 2. A. Padina sanctae-crucis, presentando esporangios (es) en la cara externa arriba de los pelos
feoficeos (pf) entre zonas estériles (ze) y carbonato de calcio (ca) en la cara interna (FEZA 1757). Barra=1
cm.; B. Padina sp. 1, presentando esporangios (es) en la cara interna y externa, en la externa formandose
arriba de los pelos feoficeos (pf) (FEZA 1225). Barra= lcm.; C. P. caulescens, (AGAO 33 (ENCB)). Barra
=1 cm.; D. P. concrescens, lamina procumbente presentando rizoides en la cara externa (ri) (FEZA 1773).
Barra=1 cm.; E. P. crispata, (AGAO 18 (ENCB)). Barra= lcm.; F. P. durvillei, (FEZA 1773). Barra= 1 cm.
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Lamina 3. A. P. aff. durvillei, presentando estipite grueso y lamina espatulada muy dividida (FEZA
1774). Barra=1 cm.; B. P. mexicana var. mexicana, talo postrado (FEZA 1761). Barra= 1 cm.; C. P.
mexicana var. erecta, presentando esporangios (es) en lineas y calcificacion (ca) en la cara interna (FEZA

1767). Barra= 1 cm.; D. “P. ramonribae”, (FEZA 1783). Barra=1 cm.; E. Padina. sp. 2, (AGAO 1
(ENCB)) Barra= 1 cm.
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Lamina 4. A. Padina antillarum, con esporangios germinados (eg) en ambos lados de los pelos feoficeos (pf) en la cara
externa (ce). (FEZA 708; tomado de Garcia, 2007). Barra= 100 pm.; B. P. boergesenii, con tres capas de células en la base
(FEZA 1750). Barra=90 pum.; C. P. gymnospora, hasta diez capas de células en la base (FEZA 776). Barra=100 um.; D. P.
haitiensis, esporangios (es) en la cara externa, cubiertos por indusio (in) (FEZA 1759). Barra =50 um.; E. P. sanctae-crucis,
con dos capas de células (Tomado de Garcia, 2007). Barra=50 um. F. Padina sp. 1, con dos capas de células y oogonios
(og) en ambas caras de la 1amina (FEZA 1225). Barra= 50 um.; G P. caulescens, con diez capas de células. (AGAO 33
(ENCB)). Barra= 100 um.; H. P. concrescens mostrando rizoides (ri) en la cara externa. Barra= 200 um. (FEZA 1773).
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Lamina 5. A. P. crispata, mostrando ocho capas de células en la zona basal y rizoides (ri) en la cara externa
(ce) cerca del estipite. (FEZA 1793). Barra=100 um.; B. Padina durvillei, presentando 18 capas de células
en la region basal (AGAO 15 (ENCB)). Barra=200 pm.; C. P. mexicana, mostrando hasta seis capas de
células (1761 FEZA). Barra= 100 pm.;

D. “P. ramonribae”, mostrando diez capas de células. (FEZA 1783). Barra= 100 um.; E. Padina sp. 2,
mostrando hasta cuatro capas de células en la region basal. (AGAO 1 (ENCB)). Barra=100 pm..
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7.2 Analisis cladisticos con secuencias de ADN

7.2.1 Secuencias obtenidas.

De los 107 ejemplares de Padina analizados en este trabajo, se obtuvieron 165
secuencias y se incluyeron ocho pertenecientes a ejemplares de otros géneros de
la familia Dictyotaceae en México como grupo externo (Dictyota sp., Lobophora
variegata (Lamouroux) Womersley ex Oliveira y Stypopodium sp.) (Anexo 1).
Adicionalmente, se incluyeron las secuencias de GenBank de Padina con fines
comparativos (siete en total) y 16 de otros géneros de Dictyotaceae para

complementar el grupo externo en cada matriz (Anexo 1).

7.2.2 Analisis de parsimonia

Analisis de parsimonia del gen psbA- La matriz de psbA consistio de 952
pares de bases y 128 secuencias de las cuales, 112 fueron generadas en este
trabajo. 724 (76%) caracteres fueron constantes, 49 (5%) variables no informativos
y 179 (19%) informativos para parsimonia. El analisis de maxima parsimonia (MP)
recuperd 16 420 arboles mas parsimoniosos con una longitud de 614 pasos,
indice de consistencia (IC) de 0.4463 e indice de retencion (IR) de 0.8482. El

consenso estricto de los cladogramas se muestra en la fig. 3.

El género Padina se recuperé como monofilético (porcentaje de bootstrap [PB]
100). En general, se recuperaron nueve clados que coinciden de con la mayoria
de las morfoespecies reconocidas en este trabajo, aunque sus relaciones
filogenéticas no se resolvieron completamente. Padina sanctae-crucis, P.
haitiensis y Padina sp.1 formaron un clado (A; PB=72) cuyo grupo hermano fue P.
japonica (AY430360). Dentro del primer clado (A) se forman dos subclados, uno
que incluye a P. sanctae-crucis (FEZA 1222 y FEZA 1757)—P. sp. 1 (FEZA 1225)
(PB=67) pertenecientes a localidades de Quintana Roo, y otro que agrupa a
ejemplares de P. sanctae-crucis recolectados en Campeche y Quintana Roo
(PB=66).
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Todos los ejemplares de Padina boergesenii se recuperaron en un grupo
monofilético (B; PB=100). Dentro, se forma un subclado que agrupa ejemplares de
Campeche (PB=64). Los especimenes de P. antillarum conformaron un clado (C;
PB=100) cuyo grupo hermano fue P. crassa 1 (AY422643) con un PB = 72. Las
dos variedades de P. mexicana se agruparon en un solo clado (D; PB=83). Su
grupo hermano lo conforman las secuencias de P. crassa 2 (AY430359) y P.
crassa 3 (AY430358) pero sin apoyo (PB<50).

Los ejemplares de Padina gymnospora formaron dos clados: el primero
conformado por individuos recolectados principalmente en la parte central y norte
de Veracruz (E; PB=98); y el segundo (F; PB=94) integrado por ejemplares
provenientes, en su mayoria, de la Peninsula de Yucatan, a excepcion de dos
ejemplares de Penacho de Indio, Veracruz (FEZA 829 y FEZA 951). Dentro de
este ultimo clado, se forma un subclado (PB=59) que incluye a los ejemplares de

Penacho de Indio y una secuencia de P. gymnospora de llha Grande, Brasil.

Los ejemplares de Padina crispata se recuperan en un clado (G; PB=100) que
incluye un ejemplar determinado como P. mexicana var. erecta (FEZA 1763), dos
de P. aff. crispata (FEZA 1794 y FEZA 1795) y a Padina sp.2 (AGAO 1 [ENCB]).

Todos los ejemplares de “Padina ramonribae” se recuperaron en un clado (H;
PB=98). Finalmente, los ejemplares determinados como P. durvillei, P. aff.
durvillei, P. caulescens, P. concrescens 'y P. arborescens (AY430359)
conformaron un clado (I; PB=84). Dentro de éste, se observo que [P. caulescens --
P. concrescens — P. durvillei — P. aff. durvillei (FEZA 1775 )] conformaron un clado
(PB=59), cuyos grupos hermanos fueron P. arborescens (PB=60) y posteriormente
P. aff. durvillei (FEZA 1774; PB=84).
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Analisis de parsimonia del gen COI-La matriz del gen COI consistio de
664 pares de bases y 67 secuencias de las cuales, 59 fueron generadas en este
trabajo. 379 (57%) caracteres fueron constantes, 30 (4.5%) variables no
informativos y 255 (38.5%) informativos para parsimonia. El analisis recuper6 10
316 arboles mas parsimoniosos con una longitud de 1366 pasos, IC = 0.3843 e IR

= 0.7870. El consenso estricto de los arboles se muestra en la fig. 4.

Como primer diferencia con respecto a los analisis con psbA, se observa que el
género no se recuperd como monofilético al posicionarse Padina boergesenii, P.
sanctae-crucis y P. haitiensis con otros géneros de Dictyotaceae. El clado de P.
boergesenii (B) se recuperd sin apoyo bootstrap y su grupo hermano es P.

haitiensis. El grupo hermano de este ultimo clado lo conforma P. sanctae-crucis,

pero con relaciones filogenéticas confusas y no presentaron apoyo bootstrap.

Al igual que en el analisis de MP, la mayoria de las morfoespecies se recuperaron
en clados con apoyos bootstrap mayores a 90 (C-I), pero con relaciones
filogenéticas distintas. Uno de los clados de P. gymnospora (E) se recuperd como
hermano de Padina mexicana (D; PB=63), que a su vez fue el grupo hermano del
otro clado de P. gymnospora (F; PB=90). Este ultimo grupo formé un clado con [P.
crispata—“P. ramonribae”] (PB<50). Finalmente, el clado que incluye a todas las
especies antes mencionadas se recuperd como el grupo hermano del clado

conformado por P. antillarum (C) y P. durvillei (1) (PB<50).
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Analisis de parsimonia de los genes concatenados- Siguiendo la
propuesta de Weins (1998) se procedi6 al analisis de las secuencias de psbA 'y
COlI concatenadas excluyendo algunas de las secuencias de COIl descargadas de

GenBank (grupo externo y P. gymnospora EU579871; ver Anexo 1).

Se observo que las topologias generadas para cada gen presentaron clados
similares y las incongruencias correspondieron a clados sin soporte bootstrap. La
matriz de consistié 1616 pares de bases y 128 terminales. 1117 (69.1%)
caracteres fueron constantes, 90 (5.6%) variables no informativos y 409 (25.3%)
informativos para parsimonia. El analisis recuperé 10480 arboles mas
parsimoniosos con una longitud de 1428 pasos, IC = 0.4979 e IR = 0.8629. EI

consenso estricto de los arboles se muestra en la fig. 5.

Este analisis recupero todos los clados correspondientes a morfoespecies
anteriormente descritos (A—I; figs. 3 y 4). Las relaciones filogenéticas entre las
especies se resuelven mejor, aunque en el caso del clado que contiene a Padina
sanctae-crucis, P. haitiensis y P. sp.1 (clado A) carece de apoyo bootstrap, y en el
de P. boergesenii baja un poco el apoyo (B; PB=94). En esta topologia, y
coincidiendo con el analisis de COI, uno de los clados de P. gymnospora (E)
forman un grupo con el clado de P. mexicana y P. crassa 2 (AY430359)- P. crassa
3 (AY430359), pero sin apoyo bootstrap. Su grupo hermano lo conformé el otro
clado de P. gymnospora (F; PB=68). Otros cambios corresponden a P. antillarum
(C) que cambid su posicion en el arbol; se recuperd a P. crispata (G) y “P.
ramonribae” (H) como hermanas (PB<50); y finalmente P. pavonica se ubicé como

el grupo mas basal de Padina.
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7.2.3. Analisis bayesiano.

Analisis bayesiano del gen psbA- A partir del analisis bayesiano (BS) se
genero un filograma (fig. 6) que recuperd al género como monofilético con una
Probabilidad Posterior (PP=1.0). A diferencia de la topologia basada en
Parsimonia (fig. 3) se obtuvo una mejor resolucion de los clados. Por otro lado y
de forma similar que en MP, las morfoespecies se recuperaron en clados
exclusivos con PP mayores a 0.93 (B—I) con excepcion del clado de Padina

haitiensis, P. sanctae-crucis 'y P. sp 1 que presenté una PP = 0.58 (A).

A diferencia de MP, P. japonica (AY430360) se posicioné como el grupo basal de
Padina; los clados de P. boergesenii (B) y P. antillarum (C) se recuperaron mejor
resueltos; y P. pavonica se ubico entre los clados de P. antillarum (C) y P.
mexicana (D). Descartando dichos cambios, el resto de las morfoespecies

presentaron relaciones filogenéticas similares al analisis de éste gen con MP.
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P. mexicana var mexicana La Madera FEZA 1762
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gymnospora Mufiecos FEZA 840
gymnospora Villa Rica FEZA 735
gymnospora Villa Rica FEZA 776
gymnospora Villa Rica FEZA 773
gymnospora Villa Rica FEZA 774
gymnospora Puntillas FEZA 1220
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Analisis bayesiano del gen COI- El filograma obtenido en este analisis se
muestra en la fig. 7. Al igual que en el analisis de MP de este gen (fig. 4), no se
recuperd al género como monofilético y se observo la agrupacién de las
morfoespecies dentro de clados exclusivos (C-D) con PP mayores a 0.91. El clado
que contiene a Padina boergesenii fue recuperado (PP = 0.56) y forma un grupo
con P. sanctae-crucis (FEZA 1224), que muestra una rama muy larga (PP=0.55), y
posteriormente con P. haitiensis (PP=1.0). Las principales diferencias en este
analisis fueron las distintas relaciones filogenéticas entre morfoespecies, con
respecto a las que se presentaron en el analisis de MP del mismo gen (fig. 4) y BS
de psbA (fig. 6).

Analisis bayesiano de los genes concatenados- El filograma obtenido
del analisis bayesiano de los genes concatenados (fig. 8) recuperd a las
morfoespecies en clados muy similares a los obtenidos en MP y BS de los genes
separados y MP de los genes concatenados (clados A—I). Estos clados recibieron
PP=1 a excepcion del que incluye a Padina haitiensis, P. sanctae-crucis y P. sp. 1
(clado A) que recibié una PP=0.79. A diferencia del analisis combinado utilizando
el criterio de MP, se observé que los dos clados de P. gymnospora (E y F) se
agrupan (PP=0.67), teniendo como grupo hermano al clado de [P. mexicana (D) —
P. crassa 2y P. crassa 3] (PP=0.98), coincidiendo con el analisis de MP y BS de
psbA. Finalmente, esta topologia es muy similar a la obtenida del analisis
bayesiano de psbA (fig. 6) con la excepcion de que en este analisis cambia la
posicion de P. crispata (G), y P. boergesenii (B) se recupera como la especie
hermana del clado integrado por P. haitiensis, P. sanctae-crucis, P. sp 1(clado A) y

P. japonica.
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Lobophora variegata Mufiecos FEZA 1796
Lobophora variegata Mufiecos FEZA 1797

0.85
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1.0

Canistrocarpus crispatus GQ425137

0.7 Dictyota dichotoma GQ425131
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I— Rugulopteryx okamurae GQ425120

' l:mctyopteris polypodioides EU681404
Stypopodium sp. FEZA 1800

0.56 P. boergesenii Puerto Real FEZA 1748

P. boergesenii Playa Hermosa FEZA 1746

\

I—P. haitiensis Akumal FEZA 1759

P. mexicana var erecta Lo de Marcos AGAO 29

. mexicana var erecta El Zapote AGAO 34

. mexicana var erecta Cayaquitos FEZA 1767

. mexicana var erecta La Barrita FEZA 1764
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P. gymnospora Puntillas FEZA 1220
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P. gymnospora Sabancuy FEZA 843
0.97 P. gymnsaopora San Crisanto FEZA 1742
P. gymnospora Mahahual FEZA 833
0.89 P. gymnospora Mahahual FEZA 834
! P. crispata Las Pefias FEZA 1790
10 P aff crispata LasPenas Ext 171
. P crispata Laspenas AGAO 39
1.0 |P. mexicana var erecta Las Pefias FEZA 1763
Figura. 7. Filograma P. aff crispata Las Pefias FEZA 1794
obtenido del analisis P. aff crispata Los Troncones FEZA 1795
. P. crispata Los Troncones FEZA 1792
del gen CO_I a partlr P. crispata La Barrita AGAO 18
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Bayesiana. Los 0_657- P. ramonribae La Saladita FEZA 1778
nﬁmeros asociados a P. ramonribae La Madera FEZA 1779
1.0 P. ramonribae La Barrita AGAO 17
las ramas 10 P. ramonribae Cayaquitos AGAO 20
corresponden a las P. ramonribae Cayaquitos FEZA 1781
Probabilidades P. ramonribae Puerto Escondido FEZA 1783
Posteriores. Las P. ramonribae Santa Elena FEZA 1786
flechas en negro P. ramonribae Santa Elena FEZA 1785
e P. ramonribae Puerto Angel FEZA 1787
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que contienen a P. durvillei Lo de Marcos AGAO 15
Padina; las flechas P. caulescens El Zapoate AGAO 33
rojas indican clados 10 0.66 P. durvi?lei.EI Zapote. AGAO 8
que contienen ' 0993 P. durv!lle! La Salad!ta FEZA 1770
. 0.914 P. durvillei La Saladita FEZA 1771
especies del grupo 0.82<]JP. durvillei Los Troncones FEZA 1772
externo. P. concrescens San Agustin FEZA 1776
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6502 0.9 P. durvillei Las Pefias FEZA 1769 Atlanti
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10 |P- antilarum Puerto Real FEZA 825 Costa del
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P. antillarum Sabancuy FEZA 1744

P. sanctae-crucis Campeche FEZA 1224
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7.2.4 Exploracion de las distancias genéticas.

Para el gen psbA se observo que la diferencia minima entre dos morfoespecies
reconocidas fue de 0.8% (equivalente a 8 bases distintas) entre Padina mexicana
con respecto a los ejemplares de P. gymnospora. La distancia maxima entre
clados que incluyen morfoespecies mexicanas fue 3.7% (35-36 bases distintas)
correspondiente a P. boergesenii y el ejemplar P. aff. durvillei (FEZA 1774). El
promedio de diferencias fue 2.1% (20 cambios de base). La tabla de distancias
entre las morfoespecies para psbA se encuentra en el Anexo 2. Descartando
ejemplares conflictivos, la variacion intraespecifica mostré valores que van de 0.0

a 0.3 % (equivalente a 3 bases diferentes).

En el gen COl la distancia minima entre clados coincidentes con morfoespecies
reconocidas, fue 8.6% (50 bases distintas) entre P. mexicana y P. gymnospora. La
variacion intraespecifica por lo general fue menor de 1.7% (15 pares de bases)
excepto en P. gymnospora (7.4 a 7.8 %; 43 a 51 cambios de base) y P.
boergesenii, que mostré un valor de 17.9 % (117 cambios de base). Las
diferencias entre las morfoespecies encontradas en COIl se encuentran en el

Anexo 3.
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8. Discusion

8.1 Concepto de especie y criterio de delimitacion de especies en este

trabajo.

Dada la naturaleza, los recursos y los datos que analizaron en este trabajo
(secuencias de ADN), se decidio utilizar el “Concepto Filogenético de Especie”
sensu Mishler y Theriot (2000), un criterio de delimitacion de especies basado en
una topologia (Weins y Penkrot, 2002; Sites y Marshal, 2003, 2004) apoyado en
“‘monofilia reciproca” (Avise, 1994). En este contexto, la mayoria de las
morfoespecies reconocidas en este trabajo se recuperaron como especies
distintas al coincidir con los clados exclusivos obtenidos en los analisis

filogenéticos.

Sin embargo, no se debe de perder de vista que, entre algunas de las criticas
posibles al concepto de especie y criterio de delimitacion de especies aplicados en
este trabajo, se encuentra que: a) las hipotesis filogenéticas generadas pueden
estar incompletas o erréneas, resultando en la asignaciéon inadecuada de especies
(Willmann y Meier, 2000); b) la decisidon de reconocer una especie como
monofilética es arbitraria; y c) en algunos casos, bajo la estricta monofilia, las
especies podrian descomponerse si se encuentran grupos parafiléticos (Crisp y
Chanddler, 1996) o si no se observa “monofilia reciproca” (Knowles y Carstens,
2007).

En este sentido, Padina gymnospora, P. sanctae-crucis, P. haitiensis, Padina sp.1,
Padina sp. 2 y el ejemplar P. aff. durvillei (FEZA 1774) al no recuperarse como
monofiléticos o en clados exclusivos entran en conflicto con los criterios de
delimitacién utilizados. La problematica individual de dichos taxones se discutira

mas adelante en la evaluaciéon de las morfoespecies.
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8.2 Genes utilizados e hipétesis filogenéticas generadas.

El gen de plastido psbA posee la ventaja de que, al ser codificante, no presentd
deleciones e inserciones, fue de facil alineamiento y se amplificd sin mayores
problemas en una sola pieza. Por otro lado, se reporta que presenta una tasa de
mutacion baja y se ha considerado un gen adecuado para inferir filogenias a
niveles profundos en dinoflagelados (Morden y Sherwood, 2002). Sin embargo,
este gen fue utilizado satisfactoriamente por Hwang et al. (junto con psaA'y rbclL,;
2005) para el reconocimiento de una variedad de Dictyota dichotoma
(Dictyotaceae). En este estudio, la mayoria de las morfoespecies reconocidas
coincidieron con clados recuperados a partir de los datos generados de este gen,
aunque las relaciones filogenéticas entre morfoespecies fueron confusas y

distintas dependiendo del analisis.

El gen mitocondrial COIl es codificante y, al igual que psbA, no presentd
deleciones e inserciones y fue de facil alineamiento. En éste gen se observo una
mayor variabilidad con respecto a psbA si comparamos los caracteres informativos
para parsimonia (38.5% del total contra 19% en psbA). La mayoria de las
morfoespecies correspondieron a clados exclusivos recuperados en los analisis de
este gen, coincidiendo con los obtenidos con psbA, a excepcién de P. sanctae-
crucis, P. haitiensis y P. boergesenii. A pesar de que se observaron topologias
mejor resueltas que en psbA, no recupero a Padina como monofilético. Esto puede
deberse a la alta tasa de variacion observada, presentandose homoplasias con
otros taxones al perderse la sefal filogenética por sustituciones multiples en un
sitio (Page y Holmes, 1998). Adicionalmente, se observa una rama muy larga en
P. sanctae-crucis (FEZA 1224). De considerar las topologias generadas por este
gen correctas, implicaria la aparicion del margen meristematico enrollado vy
calcificacion del talo (sinapomorfias propuestas para el género; Bold y Wynne,
1985) en dos eventos evolutivos independientes. Cabe mencionar que durante la
fase de laboratorio se presentaron problemas en la amplificacion y secuenciacion,
principalmente con las especies distromaticas (Padina sanctae-crucis y P.

haitiensis) y con P. boergesenii, razén por la cual no se obtuvieron las secuencias
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de todos los ejemplares. Este trabajo apoya el uso de este gen como “Cédigo de
Barras” dentro del género (McDevit y Saunders, 2009) ya que permitio la distincidon
de las morfoespecies de Padina. Sin embargo, los problemas en su amplificacion y

secuenciacion deben tomarse en consideracion.

A partir de los analisis de genes concatenados se obtuvieron topologias mejor
resueltas que en los analisis por separado, incrementandose incluso el IC e IR en
el analisis de MP (Tabla 6). La hipétesis producto del analisis de inferencia
bayesiana fue seleccionada para la evaluacion de las morfoespecies, ya que se
consideré como aquella que mejor representa la sefial filogenética contenida en
ambos genes (Wiens, 1998), presenta mayor resolucion (fig. 8; Tabla 6) y
tedricamente es mas precisa al corregir sustituciones multiples en un mismo sitio
(Huelsenbeck y Ronquist, 2001)

Tabla 6. Resumen de caracteristicas conjuntas de datos moleculares.

General parsimonia bayesiano
gen No. De No. de No. de No.de No.de Indice de Clados  Clados con
terminales  caracteres caracteres arboles  pasos Consistencia  con PP>95
variables/ mas / Indice de apoyo
informativos para cortos Retencion >85%
la parsimonia
(proporcion)
PsbA 128 952 228(24.00%)/ 5048 614 0.4463/ 10 23
179(19.00%) 0.8482
COI 67 664 285(43.00%)/ 10316 1366 0.3843/ 14 15
255(38.50%) 0.7870
PsbA 128 1616 499(30.90%)/ 10480 1428 0.4979/ 11 24
+COI 409(25.30%) 0.8629
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8.3 Evaluacion de las morfoespecies.

Las morfoespecies Padina antillarum, P. boergesenii, P. gymnospora, P. crispata,
P. mexicana y “P. ramonribae” fueron recuperadas en clados exclusivos y
unicamente se presentaron conflictos en ejemplares particulares (p.e. Padina
mexicana var. erecta [FEZA 1763]). Es posible que dichos conflictos se deban a
una mala determinacion, consecuencia de la sobreposicion de caracteres
diagndsticos y variacion morfolégica mayor a la actualmente registrada para cada
especie. Por otro lado, algunas morfoespecies se agruparon dentro de los mismos
clados, lo que indica posibles casos de sinonimia y coinciden con observaciones
morfoldgicas previas (p. e. Padina concrescens y P. caulescens como sindbnimos
de P. durvillei; Taylor, 1945; Avila-Ortiz, 2002).

De forma operativa, se asumio a priori que las morfoespecies analizadas
corresponden a la misma especie que el ejemplar Tipo. Sin embargo, convendria
analizar ejemplares Tipo o de la localidad Tipo a fin de confirmar de forma mas

directa si las entidades recuperadas pertenecen o0 no a su respectiva especie.

8.3.1 Especies del Golfo de México y Mar Caribe

8.3.1.1 Padina antillarum

Padina antillarum es considerado como un nuevo registro para las costas
mexicanas (Garcia, 2007; Avila-Ortiz com. pers.). En términos generales, los
individuos reconocidos como pertenecientes a esta morfoespecie fueron
relativamente constantes en sus caracteres (numero de capas celulares,
disposicion de los soros esporangiales y oogoniales y su relacién con la linea de
pelos) y presentaron la particularidad de manifestar esporangios germinados en el
talo, caracteristica reportada por Wynne y De Clerk (1999) en los ejemplares de
Florida, EU. En los analisis cladisticos se recuperaron en un solo clado (A) que no

presentod variacion intraespecifica segun las distancias calculadas (fig. 9, Anexo 2
y 3).
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Es posible que esta morfoespecie haya sido confundida con Padina pavonica
debido a que la descripcion de la combinacion propuesta por Thivy en Taylor
(1960) es bastante amplia e incluye caracteres de P. antillarum (p. e. esporangios
dispuestos a ambos lados de la linea de pelos feoficeos en la cara externa y de
tres a cuatro capas de células en la regién basal). Padina pavonica es una especie
que originalmente fue descrita para los mares de Europa y es posible que los
registros en México correspondan a P. antillarum. En este sentido, los ejemplares
de P. pavonica del Herbario FEZA incluidos en este trabajo, fueron reexaminados
y determinados como P. antillarum. Adicionalmente, la secuencia de P. pavonica
(EU681649) no se agrupa dentro de ninguna especie mexicana.

P antillarum Altamira UAMI 1015

P. antillarum Puerto Real FEZA 1743

P. antillarum Sabancuy FEZA 827

P. antillarum Sabancuy FEA 708 c

P. antillarum Puerto Real FEZA 825

0.544p_ antillarum Sabancuy FEZA 758
- IP. antillaum Sabancuy FEZA 1744

100

Golfo de México

Altamira

Sabancuy

Puerto Real

Figura 9. Correlacion del clado Padina antillarum (C) con la distribucion de los ejemplares. Arriba) clado obtenido a
partir del analisis de inferencia bayesiana de psbA+COI, los nimeros en la parte superior indican la Probabilidad Posterior
y en la parte inferior Porcentaje Bootstrap; Abajo) mapa de distribucion.
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8.3.1.2 Padina boergesenii

Los ejemplares determinados como Padina boergesenii presentaron gran
variacion morfolégica de la ldmina y grado de calcificacién, pero se reconocieron
gracias a que es la unica especie tristromatica y por la presencia de los soros
(oogoniales y esporangiales) sobre la cara externa, alternando zonas fértiles y
estériles. Los ejemplares de esta morfoespecie se recuperaron en el clado “B” en
los analisis de psbA y psbA+COl (figs. 3, 5, 6 y 8), pero en COI se agruparon con
especies de otros géneros (figs. 4 y 7) quiza debido a un fendmeno de
convergencia de las secuencias por la alta variacion del gen (Page y Holmes,
1998). En la hipdtesis en la que se baso la evaluacion (BS de psbA+COl; fig.8), se
observé la formacion de dos subclados que coinciden a dos poblaciones con
distinta distribucion geografica (fig. 10). De forma coincidente, la distancia

observada en COl para dichos subclados fue de 17.9% (117 cambios de base).

-P. boergesenii Villa Rica FEZA 1745
0.61 |P. boergesenii Villa Rica FEZA 928
— P. boergesenii Playa Hermosa FEZA 1746
1.0 ~P. boergesenii Montepio FEZA 1747
— — P. boergesenii Puerto Real FEZA 1748 B

94 =P. boergesenii Puerto Real FEZA 1749
0.9 EP. boergesenii Puerto Real FEZA 1750
65 [P boergesenii Puerto Real FEZA 1227
=P boergesenii Sabancuy FEZA 929
=P . boergesenii Sabancuy FEZA 1752

Golfo de México

Villa Rica Sabancuy

Puerto Real
Playa Hermosa

Montepio

Figura 10. Correlacion del clado Padina boergesenii (B) con la distribucion de los ejemplares. Arriba) clado obtenido a
partir del analisis de inferencia bayesiana de psbA+COlI, los nlimeros en la parte superior indican la Probabilidad Posterior
y en la parte inferior Porcentaje Bootstrap; Abajo) mapa de distribucion.
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8.3.1.3 Padina gymnospora

Padina gymnospora se reconocid por poseer seis 0 mas capas de células en la
region basal, siendo la especie de mayor grosor en el Golfo de México y Mar
Caribe. Esta morfoespecie entra en conflicto con el concepto de especie y el
criterio de delimitacién empleado en este trabajo, ya que los ejemplares
analizados se agrupan en dos clados (E y F; Figs. 3 a 8) que se recuperaron como
monofiléticos en MP y BS para psbA (figs. 3y 6) y BS de psbA+COl (fig. 8), pero
como parafiléticos en MP y BS para COl (figs. 4 y 7) y MP de psbA+COI (fig. 5)
ubicandose Padina mexicana (clado D) dentro de P. gymnospora. La variacion
genética observada entre los clados de P. gymnospora fue de 0.8-0.9% (de 8 a 9
cambios) en el gen psbA 'y en COl es de 7.5-7.6% (43 a 49 cambios), lo que
corresponde casi a la misma variacion encontrada entre los individuos de estos
clados y Padina crispata (clado G). Asimismo, la variacion genética interna entre
los ejemplares de cada clado es baja (Anexo 2 y 3). Basandose en la hipotesis
filogenética de trabajo (BS de psbA+COl), y el criterio de monofilia, Padina
gymnospora se recuperd como un sola especie. Sin embargo, las distintas
relaciones filogenéticas encontradas en otros analisis la variacion genética
observada, sugieren la posible existencia de especies distintas bajo el criterio de

monofilia reciproca.

Si se compara con su distribucion geografica (fig. 11), se observa que los
ejemplares se agrupan de acuerdo a un patrén geografico definido, como lo
menciona Diaz-Martinez (2008). Finalmente, se descarté la presencia de esta
especie para el Pacifico Mexicano (como anteriormente se habia registrado) al no
encontrarse ejemplares que coincidan completamente con la descripcion de P.
gymnospora y que estén cercanamente relacionadas en los andlisis cladisticos. La
situacion de P. gymnospora con respecto a P. mexicana se discutira mas

adelante.
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P. gymnospora Lechuguillas FEZA 1741
-P. gymospora Mufiecos FEZA 841

=P. gymnospora Mufecos FEZA 840
1.0  |-P. gymnospora Villa Rica FEZA 735 E
gg |P- gymnospora Villa Rica FEZA 776

~P. gymnospora Villa Rica FEZA 773
-P. gymnospora Villa Rica FEZA 774
P. gymnospora Puntillas FEZA 1220
0.89 -EP. gymnospcra Penacho FEZA 829

softF. gymnospora Penacho FEZA 951
P. gymnospora Brasil Ext 92

-P. gymnospora Puerto Real FEZA 836

-P. gymnospora Puerto Real FEZA 824

P. gymnospora Sabancuy FEZA 843

P. gymnospora Sabancuy FEZA 837

-P. gymnospora Punta Xen FEZA 736

=P. gymnospora Playa Bonita FEZA 839

1.0fP- 9ymnospora San Crisanto FEZA 838 F

——P. gymnospora San Crisanto FEZA 1742

85 |-P. gymnospora San Crisanto FEZA 826

=P.gymnospora Punta Esmeralda FEZA 835

-P. gymnospora Punta Esmeralda FEZA 830

-P. gymnospora Punta Esmeralda FEZA 831

-P. gymnospora Punta Esmeralda FEZA 828

-P. gymnospora Punta Piedra FEZA 842

~P. gymnospora Punta Piedra FEZA 832

+P. gymnospora Mahahual FEZA 834

IP. gymnospora Mahahual FEZA 833

0.67L

Golfo de México Punta

San Crisanto Esmeralda

Rica Playa Bonita
/-b

Penacho Punta Xen

de Indio

Yucatén
Sabancuy

Puerto Real

Puntillas

Punta

Quintana Roo Piedrs

Mahahual

Figura 11. Correlacion de los clados Padina gymnospora (E y F) con la distribucion de los ejemplares. Arriba) clado
obtenido a partir del analisis de inferencia bayesiana de pshA+COlI, los numeros en la parte superior indican la
Probabilidad Posterior y en la parte inferior Porcentaje Bootstrap; Abajo) mapa de distribucion.
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8.3.1.4 Padina sanctae-crucis, P. haitiensis y Padina sp. 1

La mayor parte de los ejemplares distromaticos se determinaron como Padina
sanctae-crucis y unicamente fue asignado un ejemplar como P. haitiensis (FEZA
1759) y tres como P. sp 1 (FEZA 1225, 1226 y 1760). Las similitudes entre P.
sanctae-crucis y P. haitiensis provocan confusion en su delimitacion e incluso se
han propuesto como sinénimas por Gaillard (1975), Abbot y Huisman (2003) y
Geraldino et al. (2005). Por otro lado, Padina sp. 1 presenta caracteristicas muy
similares con P. sanctae-crucis excepto por la presencia de soros oogoniales en la
cara interna del talo. Esta caracteristica no se encuentra registrada para las
especies distromaticas mexicanas. Por este motivo, estos ejemplares son de gran
importancia, ya que implicarian una nueva especie para las costas mexicanas o

caracteristicas antes no descritas para P. sanctae-crucis o P. haitiensis.

Todos los ejemplares de Padina haitiensis, P. sanctae-crucis y P. sp.1 se
agruparon en un solo clado (A). En cuanto a la diferencias genéticas observadas,
psbA presentd de 0 a 0.2 % (0-2 bases) dentro del clado. En COI se observaron
cambios mayores, ya que la diferencia entre P. sanctae-crucis y P. haitiensis fue
19.6% (116 cambios totales). Basandose en la hipétesis filogenética de trabajo
(fig. 12)y bajo el criterio de monofilia, estas morfoespecies deben tratarse como P.
sanctae-crucis, hasta efectuar una revision de los caracteres diagnosticos y
obtener secuencias de material proveniente de las localidades tipo de cada
morfoespecie, tomando en cuenta que Ni-Ni-Win et al. (2008, 2010) han develado

una mayor diversidad de especies distromaticas en Japon.
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=P, sp1 Puntillas FEZA 1760 l
=P. sp1 Puntillas FEZA 1226
=P. sanctae-crucis Balzapote FEZA 1223
~P. sanctae-crucis Balzapote FEZA 1753
— P haitiensis Akumal FEZA 1759 -
0.79 kP. sanctae-crucis Mahahual FEZA 1221 A
- P. sanctae-crucis Tulum FEZA 1757
—EF‘. sanctae-crucis Punta Piedra FEZA 1222
P.sp1 Punta Piedra FEZA 1225 -
P. sanctae-crucis Playa Bonita FEZA 1754
o |

Punta

P. sanctae-crucis Campeche 1755 Esmeralda

) P. sanctae-crucis Campeche FEZA FEZA 1224
I:P. sanclae-crucis Punta Esmeral FEZA 1757 Tulum
P. sanctae-crucis Akumal FEZA 1758

Campeche

, . Playa Bonita
Golfo de México ,
Puntillas

Balzapote

Quintana Roo Piedra

Campeche

Mahahual

Figura 12. Correlacion de P. sanctae-crucis, P. haitiensis y Padina sp, 1 (A) con la distribucion de los ejemplares. Arriba)
clado obtenido a partir del analisis de inferencia bayesiana de psbA+COI, los nlimeros en la parte superior indican la
Probabilidad Posterior y en la parte inferior Porcentaje Bootstrap; Abajo) mapa de distribucion.

8.3.2 Especies del Pacifico tropical mexicano
8.3.2.1 Padina crispata

En Padina crispata el caracteristico margen crispado y la calcificaciéon abundante
en la cara interna fueron los caracteres importantes en el reconocimiento de esta
morfoespecie. Sin embargo, también se reconocieron dos ejemplares afines que
presentaban variacion en el nimero de capas celulares, por lo que se debe
evaluar limites de este caracter en la delimitacion taxondmica. Adicionalmente,
esta especie presento similitudes con P. mexicana var. erecta (Que puede
presentar margenes ligera o moderadamente crispados) y con “P. ramonribae”
(que presenta margenes ligeramente crispados y su numero de capas celulares es
de diez). A pesar de las semejanzas, P. crispata puede reconocerse por el grado

de calcificacion, ya que en esta especie es de moderada a abundante en la mayor
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parte de la cara interna y en “P. ramonribae” se presenta principalmente ligera o
moderada en forma de una banda angosta cerca del margen en la cara interna.
Por otra parte, Padina sp. 2 (AGAO 1 [ENCB]) es una morfoespecie muy similar a
P. crispata pero posee hasta cuatro capas de células en la region cercana al

estipite y por lo tanto, el unico ejemplar que presentd esta caracteristica.

Los ejemplares reconocidos como Padina crispata se agruparon en un clado (G).
Sin embargo los ejemplares denominados P. aff crispata (FEZA 1794, 1795), uno
de P. mexicana var. erecta (FEZA 1763) y Padina sp. 2 se posicionaron dentro del
mismo clado. Las caracteristicas morfolégicas de dichos ejemplares manifiestan
que se presenta sobreposicién de caracteres y variacion de consideracion con
respecto a los limites especificos establecidos en la literatura (se registra que P.
crispata tiene de siete a nueve capas de células en la region basal; Avila-Ortiz y
Pedroche, 2005). En el ejemplar de P. mexicana var. erecta (FEZA 1763) se trato
de un talo de lamina dividida y lobulada con seis capas de células en la region
basal, por lo que se asign6 a esa morfoespecie. En el caso de P. aff crispata
(FEZA 1794) se presentd un incremento en la region basal a doce capas celulares,
lo que supera el numero descrito para esta especie. En P. aff crispata (FEZA
1795) se observé una reduccion de capas celulares en la region basal llegando a
ser de seis, coincidiendo con P. mexicana var. erecta. Para Padina sp. 2 el andlisis
indicé que no es distinguible de P. crispata y desafortunadamente no se obtuvo la
secuencia de COI, de tal manera que se pudiera tener otro criterio para esclarecer

su situacién taxondmica.

Con respecto a la variacion genética, las diferencias intraespecificas fueron muy
bajas: de 0 a 2 cambios en psbA (0.2%) y hasta 15 cambios en COI (2.2%). En el
caso de Padina sp. 2 presentd hasta 3 cambios (3%) en psbA y P. aff. crispata
(FEZA 1794) y (FEZA 1795) no presentaron cambios considerables (Anexo 2 y 3).

Finalmente, los ejemplares en conflicto fueron considerados como ejemplos de
variacién morfoldgica de la especie, tomando en cuenta que algunos provienen de

las mismas localidades (fig. 13). Por estos motivos, se deben evaluar nuevamente
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los caracteres diagndsticos, sobre todo para evitar confusion con respecto a otras

especies y particularmente con Padina mexicana var. erecta.

P. sp 2 Mahahuita AGAQO 1 [ ]

P. crispata Las Pefias FEZA 1790

P. crispata Las Pefias FEZA 1791

P. crispata Las Pefias AGAO 39

P. mexicana var erecta Las Pefias FEZA 1763 . G
P. aff crispata Las Pefias FEZA 1794

P. aff crispata Troncones FEZA 1795

P. crispata Troncones FEZA 1792

P. crispata La Barrita AGAO 18

P. crispata Puerto Escondido FEZA 1793

Mahahuita

Guerrero

Las Pefias

Los Troncones | 5 Barrita

Puerto Escondido

Océano Pacifico

Figura 13. Correlacion del clado Padina crispata (G) con la distribucion de los ejemplares. Arriba) clado obtenido a partir
del analisis de inferencia bayesiana de psbA+COlI, los nimeros en la parte superior indican la Probabilidad Posterior y en
la parte inferior Porcentaje Bootstrap; Abajo) mapa de distribucion.

8.3.2.2 Padina durvillei

Se reconoci6 el complejo Padina durvillei segun Avila-Ortiz (2002) integrado por
Padina caulescens, P. concrescens 'y P. durvillei. Estas especies presentan
caracteristicas muy similares entre si y en algunos casos los caracteres que los
distinguen son sutiles. Siguiendo las descripciones encontradas en la literatura, la
morfoespecie Padina durvillei presentd pocos problemas para su determinacion
taxondmica. Los unicos casos de consideracion corresponden a los ejemplares P.
aff. durvillei (FEZA1774) y (FEZA 1775). En el primero el talo llega a ser de diez
capas de células (caracteristica presente en “P. ramonribae”), lamina de forma

espatulada y estipite muy grueso; en el segundo se observé que los soros

-60- ——



esporangiales presentan indusio, distribuidos en la cara externa y el numero de
capas no fue mayor a diez. Unicamente se asigné a un ejemplar con el nombre de
Padina caulescens (AGAQO 33 [ENCB]). Para ello se recurrié principalmente al
numero de capas celulares (hasta 10) y la forma divida de la lamina. Descartando
estas caracteristicas, este individuo es muy similar a P. durvillei. Cabe destacar
que P. caulescens es una especie con problemas en su delimitacién taxonémica,
debido a su distribucion posiblemente restringida a la Isla Maria Magdalena en
Nayarit (Pedroche et al., 2008) y a que la descripcién original se refiere a
gametofitos inmaduros (Taylor, 1945). Por otro lado, Padina concrescens fue
reconocida en este trabajo principalmente por su caracteristico crecimiento
procumbente. Sin embargo, y al igual que mencionan Taylor (1945) y Avila-Ortiz y

Pedroche (2005), esta especie es muy similar a P. durvillei.

Padina durvillei, P. caulescens, P. concrescens, P. arborescens (AY430357) y dos
ejemplares reconocidos como P. aff. durvillei (FEZA 1774, 1775) se recuperaron
en un clado (H). Dentro P. caulescens, P. concrescens, P. durvilleiy P. aff.
durvillei (FEZA 1775) integraron un clado y presentaron muy baja variacion
genética (hasta 0.3% en psbA 'y 1.6% en COI; Anexos 2y 3) (fig. 14) motivos por
los cuales es posible que sean la misma especie. Considerando lo anterior, las
variaciones morfolégicas y algunos caracteres diagndsticos descritos (p.e. forma
de la lamina y crecimiento procumbente) podrian estar ligados a condiciones
microambientales y no a discontinuidades entre especies. De esta forma, se
consider6 que P. caulescens y P. concrescens son sindnimos de P. durvillei como
lo indicé Avila-Ortiz y Pedroche (2005).

Por otro lado, se presenta un conflicto con el ejemplar P. aff. durvillei (FEZA1774)
de “La Saladita”, Guerrero. Este ejemplar se posiciono en las topologia como el
grupo hermano del clado formado por P. arborescens, P. caulescens, P.
concrescens 'y P. durvillei, y presentdé una variacion genética mayor con respecto

al resto de las secuencias de P. durvillei del gen psbA (1.2 a 1.5%; Anexo 2).
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Las diferencias son mas notorias considerando que los otros ejemplares de P.
durvillei de “La Saladita” estan mas relacionados filogenéticamente con los
ejemplares de otras localidades (fig. 14). De esta manera, es posible que se trate
de una especie distinta dada su morfologia y los datos moleculares analizados. De
considerar a este ejemplar como perteneciente a Padina durvillei, conllevaria a
una evaluacion de la situacion de P. arborescens como un posible sinonimo de P.
durvillei (Avila-Ortiz com. pers).

P. aff durvillei La Saladita FEZA 1774 [ |
1.0 P. arborescens AY430357
83 1.0 | [P-durvillei Lo de Marcos AGAO 15

P. caulescens El Zapote AGAQ 33

P. durvillei El Zapote AGAQ 8

P. durvillei Las Pefias FEZA 98

P. durvillei La Saladita FEZA 1770

P. durvillei La Saladita FEZA 1771 I
P. durvillei Los Troncones FEZA 1772

P.aff durvillei La Madera FEZA 1776

P. concrescens San Agustin FEZA 1776

P. concrescens Huatulco FEZA 1777

P. durvillei Las Pefias AGAQ 42

&£ ¢
Michoacén

El Zapote/

Guerrero

Las Pefias
La Saladita La Barrita
Los Troncones
s . La Madera San Agustin
Océano Pacifico La Entrega

Figura 14. Correlacion de Padina durvillei, P. caulescens, P. concrescens (1) con la distribucion de los ejemplares. Arriba)
clado obtenido a partir del andlisis de inferencia bayesiana de psbA+COI, los nlimeros en la parte superior indican la
Probabilidad Posterior y en la parte inferior Porcentaje Bootstrap; Abajo) mapa de distribucion.
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8.3.2.3 Padina mexicana

Para el reconocimiento de Padina mexicana se recurrié principalmente al numero
de capas de células (que es de seis en la regidén basal), a la forma del talo
(laminas generalmente enteras o poco divididas) y la forma de crecimiento:
procumbente en Padina mexicana var. mexicana y erecta en P. mexicana var.
erecta Sin embargo, se presento confusion con respecto a P. crispata,
principalmente debido a que un ejemplar de esa especie presentd seis capas de
células en la region basal (FEZA 1763; ver discusion en el apartado Padina
crispata) y ejemplares de P. mexicana var. erecta exhibieron laminas ligeramente
crispadas. Por este motivo, se deben revisar los caracteres diagndsticos y asignar

nuevos para lograr el reconocimiento adecuado y delimitacién de estas especies.

Los ejemplares de ambas variedades de Padina mexicana (a excepcion del
conflicto ya mencionado) se recuperaron en un clado (D; fig. 15). Este resultado
confirma la afinidad entre las dos variedades. Adicionalmente, las diferencias
genéticas observadas fueron nulas en el gen psbAyde 0.0a0.3% (0a 3

cambios) para COI.

Cabe destacar que en las topologias generadas por MP y BS de COl y MP de
psbA+COl (figs. 4, 5 y 6) ésta especie forma un grupo con un clado de Padina
gymnospora (E), que a su vez tienen como grupo hermano al otro clado de P.
gymnospora (F). Bajo esta hipdtesis se podrian considerar dos opciones: 1)
cambiar el estatus taxondmico de P. mexicana como sinénimo de P. gymnospora;
0 2) P. gymnospora en realidad es una especie criptica y se requiere un estudio
mas detallado a fin de reconocer cual es la que debe portar el nombre y cual debe
describirse. Sin embargo, la topologia sobre la cual se basé esta discusion (fig. 8)

recuperd a P. gymnospora en un mismo clado.

Por otra parte, se debe notar la afinidad de esta morfoespecie (clado D) con dos
secuencias correspondientes a Padina crassa 2y 3 (AY430358 y AY430359).
Padina crassa posee caracteristicas muy similares a P. gymnospora 'y P.

mexicana como margen entero, presenta de seis a ocho capas en la region basal
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y esporangios con indusio que se desarrollan entre las lineas de pelos (Yamada,
1931). De confirmarse la pertenencia de las secuencias a dicha especie, se podria
confirmar su estatus independiente, ya que actualmente se le considera un

sindnimo de P. gymnospora.

P. mexicana var erecta Lo de Marcos AGAQ 29
P. mexicana var erecta E| Zapote AGAO 34
P. mexicana var erecta Cayaquitos FEZA 1767
10 P. mexicana var erecta La Barrita FEZA 1764 D
930 P. mexicana var erecta La Barrita FEZA 1766
-89lP. mexicana var erecta La Barrita FEZA 1765
61)|P. mexicana var mexicana La Madera FEZA 1761
P. mexicana var mexicana La Madera FEZA 1762
P. mexicana var erecta Huatulco FEZA 1768

.QQ
Lode _-
Marcos

La Madera

La Barrita Cayaquitos \

Océano Pacifico La Entrega

Figura 15. Correlacion del clado Padina mexicana (D) con la distribucion de los ejemplares. Arriba) clado obtenido a
partir del analisis de inferencia bayesiana de pshbA+COI, los niimeros en la parte superior indican la Probabilidad Posterior
y en la parte inferior Porcentaje Bootstrap; Abajo) mapa de distribucion.

8.3.2.4 Padina ramonribae

Esta especie fue una de las mejor representadas para las costas del Pacifico
tropical (fig. 16). Los individuos pertenecientes a esta morfoespecie se
reconocieron por presentar diez capas de células en la region basal, carbonato de
calcio en la cara interna cerca del margen y soros en lineas en la cara interna. Sin
embargo, en algunos ejemplares se observaron caracteristicas muy similares P.
durvillei (cuando las laminas son poco dividas y la calcificacion es muy ligera) y
con P. crispata (cuando las laminas son muy divididas, ligeramente crispadas y no

se aprecia que el numero de capas celulares en la region basal llegue a diez).
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Los ejemplares reconocidos como P. ramonribae formaron un clado exclusivo (l) y
presentaron una variacion genética intraespecifica muy baja (de 0 a 2 cambios en
ambos genes). De esta forma y dado que se cuenta con la revision de Avila-Ortiz,

se corrobora la existencia de “Padina ramonribae” como un taxon distinto.

P. ramonribae Mahahuita AGAQ 45
P. ramonribae La Saladita FEZA 1778
P. ramonribae Los Troncones AGAO 7
P. ramonribae La Madera FEZA1779
P. ramonribae La Barrita AGAO 17
P. ramonribae Cayaquitos 1780
P. remonribae Cayaquitos 1781
P. ramonribae Cayaquitos FEZA 1782 H
P. remonribae Puerto Escondido FEZA 1783
P. ramonribae Puerto Escondido FEZA 1784

£ P. ramonribae Santa Elena FEZA 1786
. P. ramonribae Santa Elena FEZA 1785
0.9k, ramonribae Puerto Angel FEZA 1787
63 [l—p. ramonribae La Colorada FEZA 1788
P. ramonribae Playa Azul FEZA 1789
Mahahuita

Guerrero

La Barrita
Los Troncones Puerto

Escondido I \
La Madera Santa F"uerto La

Elena Angel Colorada

La Saladita

Océano Pacifico

Figura 16. Correlacion del clado Padina ramonribae (H) con la distribucion de los ejemplares. Arriba) clado obtenido a

partir del analisis de inferencia bayesiana de pshbA+COI, los niimeros en la parte superior indican la Probabilidad Posterior
y en la parte inferior Porcentaje Bootstrap; Abajo) mapa de distribucion.
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9. Conclusiones

Los marcadores moleculares (secuencias de ADN de plastido psbA y mitocondria
COl) fueron de gran utilidad en la evaluacion de las morfoespecies registradas
actualmente en México. Los datos generados aportaron nueva informacion en el
reconocimiento de las especies y ayudaran a esclarecer su estatus taxonémico.
En el caso particular de COl, los resultados apoyan su uso como “cédigo de
barras” para la identificacién de especies (McDevit y Saunders, 2009). Sin
embargo, su uso en analisis filogenéticos debe ser evaluado ya que no recuperé a
Padina como monofilético, contrario a las propuestas morfoldgicas tradicionales
(Bold y Wynne, 1985), los resultados obtenidos en este estudio con el gen psbA'y
los trabajos realizados previamente en Dictyotaceae (Lee y Bae, 2002; Hoshina et
al., 2004; De Clerck et al., 2006; Bittner, et al., 2008).

Aunque se deben evaluar los limites de variacion establecidos en algunos
caracteres diagnosticos, los resultados de esta investigacion avalan a la mayoria
de las morfoespecies. Finalmente, las coincidencias entre patrones morfolégicos
(interpretados como morfoespecies) y genéticos (clados recuperados de analisis
filogenéticos) son lineas de evidencia que apoyan la identidad independiente de
estas especies, considerando que cada una de ellas es Unicamente una hipotesis
que debe ser sometida a prueba por informacién adicional y diversos métodos, a

fin de corroborarse o refutarse (de Queiroz, 2005, 2007).
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10. Consideraciones finales

Este estudio es uno de los primeros acercamientos desde el enfoque molecular a
las especies de Padina en México, teniendo como antecedente el trabajo de Diaz-
Martinez (2008). Los resultados de estos trabajos permiten detectar y resolver
algunos de los conflictos taxondmicos para cada especie y abordarlos de forma
particular. En este sentido, se requiere una evaluacién mas fina de las especies
distromaticas (Padina haitiensis, P. sanctae-crucis 'y Padina sp. 1) ya que la
informacion obtenida en este trabajo no permitio resolver su situacién taxondémica.
Del mismo modo, Padina gymnospora requiere de un estudio mas detallado a fin
de aclarar el estatus taxondmico de los dos clados en los que se recupera esta
especie. Debido a que los resultados obtenidos apoyan la distincion taxondmica a
nivel de especie de “P. ramonribae”, se recomienda su publicacién valida a fin de
que sea reconocida. Este estudio apoya la sinonimia de Padina caulescens'y P.
concrescens como P. durvillei, tal y como lo propuso Avila-Ortiz (2002). Para el
ejemplar de Padina aff. durvillei (FEZA 1774) de “La Saladita”, Guerrero, se
recomienda realizar un estudio morfoldgico e incluir mas individuos afines para
esclarecer su estatus taxonémico, ya sea como perteneciente a P. durvillei 0 a una

especie distinta.
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Anexo 1. Ejemplares incluidos en el estudio. El nimero de la matriz de datos corresponde a 1) psbA, 2) COl y 3) psbA+COl

Especie Voucher Referencia GenBank Localidad Matriz
psbA COl De datos
P. antillarum UAMI 1015 Altamira, Tamaulipas, México. 1,3
FEZA 825 Puerto Real, Campeche, México. 1,2,3
FEZA 1743 Puerto Real, Campeche, México. 1,3
FEZA 827 Sabancuy, Campeche, México. 1,3
FEZA 758 Sabancuy, Campeche, México. 1,2,3
FEZA 708 Sabancuy, Campeche, México. 1,3
FEZA 1744 Sabancuy, Campeche, México. 1,2,3
P. boergesenii FEZA 928 Villa Rica, Veracruz, México. 1,3
FEZA 1745 Villa Rica, Veracruz, México. 1,3
FEZA 1746 Playa Hermosa, Veracruz, México. 1,2,3
FEZA 1747 Montepio, Veracruz, México. 1,3
FEZA 1748 Puerto Real, Campeche, México. 1,2,3
FEZA 1749 Puerto Real, Campeche, México. 1,3
FEZA 1750 Puerto Real, Campeche, México. 1,3
FEZA 1227 Puerto Real, Campeche, México. 1,3
FEZA 929 Sabancuy, Campeche, México. 1,3
FEZA 1752 Sabancuy, Campeche, México. 1,3
P. gymnospora FEZA 1741 Lechuguillas, Veracruz, México. 1,2,3
FEZA 840 Mufecos, Veracruz, México. 1,3
FEZA 841 Mufecos, Veracruz, México. 1,3
FEZA 735 Villa Rica, Veracruz, México. 1,3
FEZA 776 Villa Rica, Veracruz, México. 1,2,3
FEZA 773 Villa Rica, Veracruz, México. 1,3
FEZA 774 Villa Rica, Veracruz, México. 1,3
FEZA 829 Penacho de Indio, Veracruz, México. 1,2,3
FEZA 951 Penacho de Indio, Veracruz, México. 1,3
FEZA 1220 Puntillas, Veracruz, México. 1,2,3
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FEZA 836 Puerto Real, Campeche, México. 1,3
FEZA 824 Puerto Real, Campeche, México. 1,3
FEZA 843 Sabancuy, Campeche, México. 1,2,3
FEZA 837 Sabancuy, Campeche, México. 1,2,3
FEZA 736 Punta Xen, Campeche, México. 1,3
FEZA 839 Playa Bonita, Campeche, México. 1,3
FEZA 838 San Crisanto, Yucatan, México. 1,3
FEZA 1742 San Crisanto, Yucatan, México. 1,2,3
FEZA 826 San Crisanto, Yucatan, México. 1,3
FEZA 835 Punta Esmeralda, Quintana Roo, México. 1,3
FEZA 830 Punta Esmeralda, Quintana Roo, México. 1,3
FEZA 831 Punta Esmeralda, Quintana Roo, México. 1,3
FEZA 828 Punta Esmeralda, Quintana Roo, México. 1,3
FEZA 842 Punta Piedra, Quintana Roo, México. 1,3
FEZA 832 Punta Piedra, Quintana Roo, México. 1,3
FEZA 834 Mahahual, Quintana Roo, México. 1,2,3
FEZA 833 Mahahual, Quintana Roo, México. 1,2,3
P. haitiensis FEZA 1759 Akumal, Quintana Roo, México. 1,2,3
P. sanctae-crucis FEZA 1223 Balzapote, Veracruz, México. 1,3
FEZA 1753 Balzapote, Veracruz, México. 1,3
FEZA 1754 Playa Bonita, Campeche, México. 1,3
FEZA 1755 Playa Bonita, Campeche, México. 1,3
FEZA 1224 Campeche, Campeche, México. 1,2,3
FEZA 1756 Punta Esmeralda, Quintana Roo, México. 1,3
FEZA 1757 Tulum, Quintana Roo, México. 1,3
FEZA 1222 Punta Piedra, Quintana Roo, México. 1,3
FEZA 1758 Akumal, Quintana Roo, México. 1,3
FEZA 1221 Mahahual, Quintana Roo, México. 1,3
P.sp1 FEZA 1760 Puntillas, Veracruz, México. 1,3
FEZA 1226 Puntillas, Veracruz, México. 1,3
FEZA 1225 Punta Piedra, Quintana Roo, México. 1,3

-76- —



P. caulescens ENCB AGAO33 El Zapote, Michoacan, México. 1,2,3
P. concrescens FEZA 1776 San Agustin, Oaxaca, México. 1,2,3
FEZA 1777 La Entrega, Oaxaca, México. 1,2,3
P. crispata FEZA 1790 Las Pefas, Michoacan, México. 1,2,3
AGAO 39 Las Pefas, Michoacan, México. 1,2,3
FEZA 1791 Las Penas, Michoacan, México. 1,2,3
FEZA 1792 Los Troncones, Guerrero, México. 1,2,3
AGAO 18 La Barrita, Guerrero, México. 1,2,3
FEZA 1793 Puerto Escondido, Oaxaca, México. 1,3
P. aff crispata FEZA 1794 Las Pefas, Michoacan, México. 1,2,3
FEZA 1795 Los Troncones, Guerrero, México. 1,2,3
P. durvillei ENCB AGAO 15 Lo de Marcos, Nayarit, México 1,2,3
ENCB AGAO 8 El Zapote, Michoacan, México. 1,2,3
FEZA 98 Las Pefas, Michoacan, México. 1,3
AGAO 42 Las Pefias, Michoacan, México. 1,3
AGAO 43 Las Pefias, Michoacan, México. 1,2,3
FEZA 1769 Las Pefias, Michoacan, México. 1,2,3
FEZA 1770 La Saladita, Guerrero, México 1,2,3
FEZA 1771 La Saladita, Guerrero, México 1,2,3
FEZA 1772 Los Troncones, Guerrero, México. 1,2,3
FEZA 1773 La Barrita, Guerrero, México. 1,2,3
P. aff. durvillei FEZA 1774 La Saladita, Guerrero, México 1,3
FEZA 1775 La Madera, Guerrero, México 1,2,3
P. mexicana var. mexicana FEZA 1761 La Madera, Guerrero, México 1,2,3
FEZA 1762 La Madera, Guerrero, México 1,2,3
P. mexicana var. erecta ENCB AGAO 29 Lo de Marcos, Nayarit, México 1,2,3
ENCB AGAO 34 El Zapote, Michoacan, México. 1,2,3
FEZA 1763 Las Pefas, Michoacan, México. 1,2,3
FEZA 1764 La Barrita, Guerrero, México. 1,2,3
FEZA 1765 La Barrita, Guerrero, México. 1,2,3
FEZA 1766 La Barrita, Guerrero, México. 1,2,3
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FEZA 1767 Cayaquitos, Guerrero, México 1,2,3
FEZA 1768 La Entrega, Oaxaca, México. 1,2,3
P. ramonribae ENCB AGAO 45 Mahahuita, Michoacan, México. 1,2,3
FEZA 1778 La Saladita, Guerrero, México 1,2,3
ENCB AGAO 7 Los Troncones, Guerrero, México. 1,3
FEZA 1779 La Madera, Guerrero, México 1,2,3
ENCB AGAO17 La Barrita, Guerrero, México. 1,2,3
FEZA 1780 Cayaquitos, Guerrero, México 1,2,3
FEZA 1781 Cayaquitos, Guerrero, México 1,2,3
FEZA 1782 Cayaquitos, Guerrero, México 1,3
FEZA 1783 Puerto Escondido, Oaxaca, México. 1,2,3
FEZA 1784 Puerto Escondido, Oaxaca, México. 1,3
FEZA 1785 Santa Elena, Oaxaca, México. 1,2,3
FEZA 1786 Santa Elena, Oaxaca, México. 1,2,3
FEZA 1787 Puerto Angel, Oaxaca, México. 1,2,3
FEZA 1788 La Colorada, Oaxaca, México. 1,3
FEZA 1789 Playa Azul, Oaxaca, México. 1,2,3
P.sp2 ENCB AGAO 1 Mahahuita, Michoacan, México. 1,3
Secuencias de Padina descargadas de GenBank y generadas a partir de
material extranjero
P. crassa 1 AY422643 Isla Ishigaki, Japén. 1,3
P. crassa 2 AY430359 Seongsan, Corea del Sur. 1,3
P. crassa 3 AY430358 Guryoungpo, Corea del Sur. 1,3
P. japonica AY430360 Gyokpo, Corea del Sur. 1,3
P. arborescens AY430357 Jukbyun, Corea del Sur. 1,3
P. pavonica EU681649 Tle des Embiez, Francia. 1,3
P. gymnospora Ext 92 llha Grande, Brasil. 1,2,3
P. gymnospora EU579871 Arrecife Ricaudy, Noumea, Nueva Caledonia. 2,
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Grupo Externo

Lobophora sp

Lobophora variegata
Lobophora variegata
Lobophora variegata
Lobophora variegata

Dictyota dichotoma

Dictyota dichotoma var. linearis

Dictyota sp.

Zonaria crenata
Zonaria diesingiana
Stypopodium sp.
Dictyopteris divaricata
DictyopterisProlifera
Spatoglossum crassum
Dilophus okamurae
Canistrocarpus crispatus
Dictyota dichotoma
Dictyota bartayresiana
Dictyota ciliolata
Rugulopteryx okamurae

Dictyopteris polypodioides

FEZA 1796
FEZA 1797
FEZA 1798

FEZA 1799

FEZA 1800

DQ866942

DQ866944
AY422615
AY422631

DQ866955
AY528843

AY422638
AY528440
AY430355
AY422635

GQ425137
GQ425131
GQ425129
GQ425124
GQ425120
EU681404

Kenting, Wanlitung, Kaisung, Taiwan.
Mufiecos, Veracruz, México.
Munfecos, Veracruz, México.
Mufiecos, Veracruz, México.

Sea View, Australia.

Anin, Corea del Sur.

Gyokpo, Corea del Sur.

Punta Esmeralda, Quintana Roo, México.
Nora Creina Bay, Australia.

Ishigaki Island, Okinawa, Japan.
Akumal, Quintana Roo, México.
Anin, Corea del Sur.

Hachuja, Corea del Sur.

Anin, Corea del Sur.

Daebyoungmaedo, Corea del Sur

1,3
1,2,3
1,2,3
1,3
1,3

s A
W W W w w

W W W Ww

N N N N NN 2 A A a N 22 a2
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Anexo 2 Distancias genéticas del gen psbA entre las distintas morfoespecies y ejemplares. %de divergencia (distancia total)

P. antillarum P. boergesenii  P. caulescens P. P. crispata P. durvillei P. aff durvillei ~ P. gymnospora  P. gymnospora  P. gymnospora
concrescens (FEZA 1774) (Clado E) (Clado F) Brasil
P. antillarum
/
P. boergesenii 2.7-2.9 0.0-0.2
(26-28) (0-2)
P. caulescens 2.9 2.7-2.8 /
(28) (26-27)
P. concrescens 2.9 2.7-2.8 0 0
(28) (26-27) (0) (0)
P. crispata 3.2-33 3.0-3.2 2.6-2.7 2.6-2.7 0-0.2
(31-32) (29-31) (25-26) (25-26) (0-2)
P. durvillei 2.9-3.2 2.7-3.0 0.0-0.2 0.0-0.2 2.6-2.9 0.0-0.3
(28-30) (26-29) (0-2) (0-2) (25-28) (0-3)
P. aff durvillei 3.4 3.7 1.4 1.4 2.7-2.8 1.2-1.5 /
(FEZA 1774) (33) (35-36) (13) (13) (26-27) (12-15)
P. gymnospora 3.0 2.6-2.7 2.0 2.0 1.5 2.0-2.2 2.3 0
(Clado E) (29) 25-26) (19) (19) (14-15) (19-21) (22) (0)
P. gymnospora 2.9-3.0 2.4-2.6 1.8-1.9 1.8-1.9 1.5-1.7 1.8-2.1 1.9-2.0 0.8-0.9 0.0-0.1
(Clado F) (28-29) (24-25) (17-18) (17-18) (14-16) (17-20) (18-19) (8-9) (0-1)
P. gymnospora Brasil 3.3 2.7 2.2 2.2 1.9-2.0 2.2-2.3 2.3 13 0.3-0.4 /
(32) (26) (21) (21) (18-19) (21-23) (22) (12) (3-4)
P. haitiensis 2.9 2.1-2.3 2.11 2.11 2.8-2.9 2.1-2.3 2.8 2.2 2.3-2.4 2.7
(28) (20-22) (20) (20) (27-28) (20-22) (27) (21) (22-23) (26)
P. mexicana var. 3.0 2.6-2.7 1.8 1.8 1.5-1.6 1.8-2.0 2.1 1.0 0.8-0.9 1.3
erecta (29) (25-26) (17) (17) (14-15) (17-19) (20) (10) (8-9) (12)
P. mexicana var. 3.1 2.6-2.7 1.8 1.8 1.5-1.6 1.8-2.0 2.1 1.0 0.8-0.9 1.3
mexicana (29) (25-26) (17) (17) (14-15) (17-19) (20) (10) (8-9) (12)
“P. ramonribae” 3.4-3.5 3.0-3.3 1.7-1.8 1.7-1.8 2.3-2.4 1.7-2.0 2.0-2.1 1.6-1.7 1.8-2.0 2.2-2.3
(32-33) (29-31) (16-17) (16-17) (22-23) (17-19) (19-20) (15-16) (17-19) (21-22)
P. sanctae crucis 3.0 2.2-2.4 2.2 2.2 2.9-3.0 2.2-2.4 2.9 2.3 2.4-2.5 2.8
(29) (21-23) (21) (21) (28-29) (21-23) (28) (22) (23-24) (27)
Padina sp. 1 3.0 2.2-2.4 2.2 2.2 2.9-3.0 2.2-2.4 2.9 2.3 2.4-2.5 2.8
(FEZA 1226, 1760) (29) (21-23) (21) (21) (28-29) (21-23) (28) (22) (23-24) (27)
Padina sp. 1 3.0 2.2-2.4 2.2 2.2 2.9-3.0 2.2-2.4 2.9 2.3 2.4-2.5 2.8
(FEZA 1225) (29) (21-23) (21) (21) (28-29) (21-23) (28) (22) (23-24) (27)
Padina sp.2 (AGAO 1 3.5 3.2-34 2.8 2.8 0.2-0.3 2.8-3.0 2.7 1.7 1.8-1.9 2.2
ENCB) (33) (31-33) (27) (27) (2-3) (27-29) (26) (16) (17-18) (21)

-80- ——



Anexo 2. Distancias genéticas del gen psbA entre las distintas morfoespecies y ejemplares. Continuacion.

P. haitiensis P. mexicana P. mexicana “P. P. Padina sp. 1 Padina sp. 1 Padina sp.2
var. erecta var. mexicana ramonribae” sanctae- (FEZA 1226, (FEZA 1225) (AGAO 1
crucis 1760) ENCB)

P. haitiensis /
P. mexicana var. 2.2 0
erecta (21) (0)
P. mexicana var. 2.2 0 0
mexicana (21) (0) (0)
“P. ramonribae” 2.2-2.3 1.6-1.7 1.6-1.7 0.1

(21-22) (15-16) (15-16) (1)
P. 0.1 2.3 2.3 2.3-2.4 0.0-0.2
sanctae-crucis (2) (22) (22) (22-23) (0-2)
Padina sp. 1 0.1 2.3 2.3 2.3-2.4 0.0-0.2 0
(FEZA 1226, 1760) (2) (22) (22) (22-23) (0-2) (0)
Padina sp. 1 0.1 2.3 2.3 2.3-24 0.0-0.2 0.2 /
(FEZA 1225) (1) (22) (22) (22-23) (0-2) (2)
Padina sp.2 (AGAO 1 3.0 1.7 1.7 2.4-2.5 3.1 3.1 3.1 /
ENCB) (29) (16) (16) (23-24) (30) (30) (30)
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Anexo 3. Distancias genéticas del gen COI entre las distintas morfoespecies y ejemplares.
%de divergencia (distancia total)

P. antillarum P. boergesenii  P. caulescens P. P. crispata P. durvillei
concrescens
P. antillarum /
P. boergesenii 20.9-23.0 17.9
(137-152) (117)
P. caulescens 14.8 19.3
(98) (127-129) /
P. concrescens 14.8 19.3 0.1 0
(98) (127-129) (1) (0)
P. crispata 16.4-16.7 19.5-22.2 12.3-12.8 12.5-12.9 0.1-2.2
(109-111) (128-147) (82-85) (83-86) (12-15)
P. durvillei 14.6-14.9 19.1-19.6 0.6-1.2 0.4-1.3 12.0-12.9 0.0-1.6
(96-99) (125-130) (1-8) (2-9) (79-86) (0-11)
P. gymnospora (Clado E) 18.3 19.3-20.6 12.8 12.9 13.8-14.3 12.4-13.1
(120) (127-135) (84) (85) (91-94) (82-86)
P. gymnospora 17.6-18.3 18.1-20.7 10.1-10.6 10.2-10.8 11.9-12.7 9.7-11.0
(Clado F) (106-115) (105-135) (62-66) (63-67) (73-80) (60-68)
P. gymnospora Brasil 17.5 19.3-21.2 10.4 10.6 12.5-12.8 10.0-10.7
(112) (124-136) (67) (68) (80-82) (64-69)
P. haitiensis 20.5 15.7 18.2 18.2 19.1-19.4 18.0-18.5
(133) (102) (118) (118) (124-126) (117-119)
P. mexicana var. erecta 17.3-17.5 19.9-21.8 11.6-12.0 11.7-12.1 13.8-14.1 11.1-12.3
(105-115) (119-144) (72-77) (73-78) (87-94) (69-79)
P. mexicana var. mexicana 17.4 20.0-21.8 11.4 11.6 14.0-14.3 11.3-11.9
(116) (131-144) (76) (77) (93-95) (75-78)
“P. ramonribae” 18.2-18.6 19.8-20.4 11.3-11.4 11.4-11.6 11.1-11.6 10.8-11.7
(121-122) (130-135) (74-76) (75-77) (73-76) (72-78)
P. sanctae-crucis 25.6 22.5-23.2 235 23.3 23.1-23.5 23.1-23.5
(151) (133-136) (139) (138) (137-140) (137-140)
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Anexo 3. Distancias genéticas del gen COI entre las distintas morfoespecies y ejemplares. Continuacion.

P. P. P.

gymnospora gymnospora gymnospora P. haitiensis P. mexicana P mexit,:ana ’lP" ” P sanc'tae—
(Clado E) (Clado F) Brasil var. erecta var. mexicana ramonribae crucis
P. gymnospora 0
(Clado E) (0)
P. gymnospora 7.4-7.8 0.0-2.3
(Clado F) (43-51) (0-14)
P. gymnospora Brasil 7.6 1.4-2.5
(49) (9-15) /
P. haitiensis 18.7 18.5-19.1 18.4
(122) (107-124) (117) /
P. mexicana var. 8.8 8.6-9.4 8.8-8.5 18.1-18.7 0.0-0.3
erecta (53-58) (50-60) (52-55) (112-118) (0-2)
P. mexicana var. 8.9 8.8-9.3 8.7 18.1 0.1-0.3 0
mexicana (59) (51-61) (56) (118) (1-2) (0)
“P. ramonribae” 11.7-11.9 11.0-11.5 11.4-11.5 19.2-19.5 12.4-12.8 12.5-12.8 0-0.3
(77-79) (65-73) (73-74) (125-126) (75-85) (83-85) (0-2)
P. sanctae-crucis 24.3 22.8-23.8 23.2 19.6 23.7-24.2 24.2 22.9-23.1
(144) (131-141) (137) (116) (133-143) (143) (135-136) /
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