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RESUMEN

En este estudio se caracterizaron morfoldgica y molecularmente las algas costrosas pardas
gelatinosas del Pacifico Tropical Mexicano, con base en caracteres morfométricos y
secuencias de ADN de los genes rbcL y Cox1. El analisis morfoldgico de UPGMA permitio
la identificacion de 2 morfologias (Morfo 1 y Morfo 2), diferenciadas principalmente por
tres caracteres: angulo de surgimiento de los filamentos postigenos a partir de los
filamentos primigenios, longitud y diametro de las células a lo largo del filamento
postigeno, y grosor del talo. Los analisis moleculares de Maxima Parsimonia, Maxima
Verosimilitud e Inferencia Bayesiana reunieron las dos morfologias en un clado dividido en
dos subclados, (Morfo 1 y Morfo 2), con valores de bootstrap y probabilidad posterior
altos, apoyando asi los resultados morfologicos. Los valores de divergencia inter e
intraespecifica para ambos genes se compararon con estudios previos, determinando el
grado de similitud molecular de ambos morfos, con las especies ya descritas. Con éstos
resultados se pudo establecer que las algas costrosas pardas gelatinosas del Pacifico
Tropical Mexicano se encuentran reunidas en una nueva familia, que a su vez esta
conformada por dos géneros monoespecificos aun no descritos, los cuales son

morfolégicamente distinguibles.

Palabras claves: algas costrosas pardas gelatinosas, morfologia, rbcL, Cox1.



ABSTRACT

We characterized morphological and molecularly the crustose brown gelatinous algae of the
Mexican Tropical Pacific, based on morphometric and DNA sequences of rbcL and Cox1
genes. The UPGMA morphological analysis allowed the identification of two morphologies
(Morpho 1 and Morpho 2) differentiated primarily by three characters: the angle of arise of
erect filaments from basal disc, length and diameter of the cells through the erect filament
and complete erect filament thickness. The molecular analysis of Maximum Parsimony,
Maximum Likelihood and Bayesian Inference met the two morphologies in a clade split
into two subclades (Morpho 1 and Morpho 2) with bootstrap values and high posterior
probability, supporting the morphological results. The values of inter- and intraspecific
divergence for both genes were compared with previous studies, determining the degree of
molecular similarity between Morpho 1 and 2 with species already described. We can
determine that the crustose brown gelatinous algae of the Tropical Mexican Pacific are
gathered in a new family, which in turn consists of two monospecific genera not yet

described, but morphologically distinguishable.

Keywords: crustose  brown gelatinous algae, morphology, rbcL, Coxl.



1. INTRODUCCION

Dentro de las algas pardas (Pheophyceae), las algas “costrosas” son llamadas asi por la
forma en la que crecen sobre el sustrato: se extienden sobre él y adquieren su relieve. Estos
discos, cojines o cortezas se caracterizan por tener un crecimiento marginal mayor que en
altura y por estar diferenciadas en una porcion dorsal y una basal que queda adherida al
sustrato. La basal esta formada por filamentos que por su origen se llaman primigenios, de
los cuales derivan filamentos erectos que forman el grosor y capa dorsal de las costras
denominados postigenos, de acuerdo con la nomenclatura sugerida por Woelkerling (1988),
tal como sucede de manera analoga en las algas costrosas rojas. Su adherencia al sustrato es
variable, pueden quedar unidas en toda su superficie ventral o dejar libre sus margenes y
quedar unidas solo por el centro; su fijacion puede ser mediante rizoides o sin ellos (Leon-
Alvarez, 1996).

Las especies de algas costrosas pardas, en general son muy parecidas entre si y tienen
niveles de organizacion similares. Informacién molecular ha evidenciado que el grupo de
las costras pardas no es monofilético (Lim et al., 2007; Poong et al., 2014), pero comparten
formas de vida, por lo que su presencia en macrocondiciones similares sugiere una

convergencia evolutiva (Leon-Alvarez, 1996).

Las algas costrosas pardas se encuentran distribuidas desde el trépico hasta la zona
subpolar, siendo parte de la flora dominante de la zona intermareal rocosa de los ambientes
marinos costeros (Dethier, 1994). A pesar de su importancia ecoldgica (capacidad para
resistir disturbios bidticos y abioticos, colonizar ambientes ecoldgicos con diferentes
niveles de estrés, y tener alta resistencia a la herbivora), el conocimiento de la
biodiversidad, taxonomia y filogenia dentro de éste grupo no ha sido ampliamente
estudiado (Dethier & Steneck 2001; Poong et al., 2014).

Dentro de las algas costrosas pardas existe un grupo facilmente reconocible por la

presencia de una evidente capa mucilaginosa que se torna resbalosa al tacto. A éste grupo le
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hemos denominado costras gelatinosas. En las algas pardas (Phaeophyceae) el mucilago
estd compuesto principalmente de &cido alginico y fucoidina. Las cantidades relativas de
éstos dos componentes varian entre las diferentes partes del talo, la especie y el ambiente
(Lee, 2008). No se conoce la relacion directa de esta condicidn gelatinosa con el proceso

evolutivo de las algas pardas.

Las costras pardas gelatinosas se caracterizan morfolégicamente por presentar
filamentos libres (s6lo unidos en la parte basal y raramente ramificados), estructuras
reproductivas pluriloculares intercalares (plurangios) y uniloculares terminales/laterales
(unangios), sin parafisis. Estas caracteristicas morfoldgicas estan presentes en todas las
especies de los géneros Hapalospongidion Saunders, Mesospora Weber-Van Bosse y
Basispora John & Lawson, los cuales fueron descritos en estudios floristicos desde finales
del siglo XIX en Norteamérica, Indonesia y Africa, respectivamente (Saunders, 1899;
Weber-Van Bosse, 1911; John & Lawson, 1974). En algunas especies la terminologia usada
para describir la posicion de estas estructuras reproductivas ha sido mal aplicada o
interpretada de manera diferente por algunos investigadores (Ledn-Alvarez & Norris,

2005), lo cual ha conllevado a una identificacion taxondémica confusa.

En México a pesar de los numerosos estudios ficolégicos realizados a lo largo de las
costas del Pacifico, solo a partir del proyecto “Algas costrosas del Pacifico Tropical
Mexicano (ACPTM)” realizado por Leén-Alvarez y Gonzélez-Gonzalez (1993) se pudo
reunir informacion dispersa y se logré hacer un inventario de algas costrosas (pardas, rojas,
verdes y cianofitas), logrando asi conocer el nimero de especies presentes, su localidad y
condiciones ambientales. Este trabajo marcd la pauta para el subsecuente estudio de Ledn-
Alvarez (1996), que document6 la biodiversidad de feofitas costrosas, planted problemas
taxondmicos en el grupo y propuso solucion a algunos de ellos, en particular al interior del
género Ralfsia (Ledn-Alvarez & Gonzalez-Gonzélez, 1995; Leén-Alvarez & Gonzélez-
Gonzalez, 2003). En éste mismo trabajo se plante6 la probleméatica de las costras
gelatinosas, evidenciando su variabilidad morfolégica y la dificultad para delimitar especies
con base en caracteres morfologicos. Asi mismo reafirmod la similitud entre los géneros

Hapalospongidion-Mesospora-Basispora llegando a la misma conclusion que Womersley



(1987), en el sentido de que los dos ultimos géneros deberian ser considerados como

sinénimos del primero.

Teniendo en cuenta estos dos Unicos trabajos, se hace evidente la poca atencién que han
recibido las costras pardas y en particular las gelatinosas en México. Por lo tanto es
necesario ahondar en éste grupo desde la perspectiva molecular, utilizando secuencias de
ADN que proporcionen informacion acerca de la variacién molecular y su correlacion con
la morfologia (McDevit & Saunders, 2009). Este analisis comparativo permitiria describir y
documentar las costras pardas gelatinosas que estan presentes en el Pacifico Tropical
Mexicano, contribuyendo asi a un mejor entendimiento de su diversidad, taxonomia y

distribucion.



2. ANTECEDENTES

Debido a la similitud morfoldgica entre los géneros gelatinosos, la taxonomia del grupo
ha sido confusa, lo que ha dado origen a problemas nomenclaturales. A continuacion se
muestra un recuento histérico de los tres géneros gelatinosos: Hapalospongidion,
Mesospora, Basispora, con la finalidad de dar a conocer las especies descritas dentro de
estos tres géneros y la razon por la cual han sido considerados sinénimos por algunos
autores. De igual forma se presentan los estudios moleculares realizados dentro del grupo

de las costras pardas hasta la fecha.

2.1 Recuento historico del género Hapalospongidion

Como parte de la expedicion Alaska Harriman en 1899 De Alton Saunders describi6 el
género Hapalospongidion con Hapalospongidion gelatinosum Saunders como la especie
tipo, colectado en Pacific Grove, California. Inicialmente fue considerado como género
independiente y posteriormente reducido a sinénimo de Microspongium saundersii’
Setchell & N.L.Gardner (Setchell & N.L.Gardner, 1924). Sin embargo Hollenberg (1942)
siguidé considerando a Hapalospongidion como un género independiente, teniendo en
cuenta sus estructuras reproductivas (plurangios intercalares a subterminales y unangios
terminales), que contrastan con las de Microspongium (plurangios y unangios laterales).
Desde entonces, se considera a Hapalospongidion un género independiente (Hollenberg,
1942; John & Lawson, 1974; Tanaka & Chihara, 1982; Womersley, 1987).

Hollenberg (1942) ademas propuso la nueva combinacion Hapalospongidion
pangoense (“pangoensis’) (Setchell) Hollenberg, a partir de Ralfsia pangoensis de Samoa
(Setchell 1924), y la diferencié de H. gelatinosum por tener células més cortas y cilindricas.
En 1949, Lindauer describi6 dos nuevas especies H. saxigenum y H. durvilleae, pero John

! Microspongium saundersii Setchell & N.L.Gardner (Setchell & N.L.Gardner, 1924), es un alga
costrosa parda gelatinosa, pero presenta filamentos ramificados. Actualmente se sabe que es parte
del ciclo de vida de Scytosiphon lomentaria (Lyngbye) Link (Lund, 1966; McLachlan et al., 1971;
Kogame et al., 1999), raz6n por la cual no se tuvo en cuenta dentro del grupo de estudio.



& Lawson (1974) transfirieron ambas al género Basispora. Womersley en 1987 describio
H. capitatum, recolectada en la costa oeste de Australia, con plurangios mas grandes y
capitados que H. gelatinosum, siendo esta la Unica estructura reproductiva observada.
Recientemente, en las costas de la India se describio H. thirumullavaramense P.
Sophiammal Nettar & M.V.N.Panikkar (2009), con mayor namero de estratos celulares en
el disco basal (9-12) y con presencia de extensiones laterales en forma de collar. En esta

especie tampoco fueron observados unangios.

2.2. Recuento histdrico del género Mesospora

En 1911 Weber-Van Bosse durante la Expedicion Siboga, describié el género Mesospora
Weber-Van Bosse con Mesospora schmidtii Weber-Van Bosse como especie tipo, colectada
en Indonesia. Subsecuentemente Bgrgesen (1924) describié M. van-bosseae Bgrgesen de
las Islas de Pascua y Feldmann (1937) describié M. mediterranea Feldmann de Banyuls-
sur-mer, Francia. En ese mismo trabajo Feldmann recalco que los especimenes de Ralfsia
macrocarpa Feldman, previamente descritos de Argelia, pertenecian a especimenes de
Mesospora, epifitos sobre R. verrucosa (Areschoug) Areschoug pero no especificO si
correspondian o no a M. mediterranea. En 1982, Tanaka & Chihara, de acuerdo con Hartog
(1968), consideraron a M. mediterranea como sinénimo de M. macrocarpa (Feldman) den
Hartog. Posteriormente M. van-bosseae Bgrgesen y M. macrocarpa fueron enviadas al
género  Hapalospongidion por Leén-Alvarez 'y Gonzélez-Gonzalez en 1993
(Hapalospongidion vanbosseae (Bgrgesen) Ledn-Alvarez & Gonzalez-Gonzélez,
Hapalospongidion macrocarpum (Feldmann) Ledn-Alvarez & Gonzalez-Gonzélez)
siguiendo la sinonimia propuesta por Womersley (1987). Del mismo modo Tanaka &
Chihara (1982) transfirieron las especies R. pangoensis y R. pangoensis var. galapaguensis
Setchell & N.L. Gardner al género Mesospora, sefialando estructuras reproductivas y
vegetativas muy similares a las de la especie tipo del género (M. schmidtii), proponiendo
las correspondientes combinaciones Mesospora pangoensis (Setchell) Chihara & Tanaka y
Mesospora pangoensis var. galapagensis (Setchell & Gardner) Chihara & J.Tanaka. En
1996 West y Calumpong describieron la especie M. negrosensis West & Calumpong, la cual
se caracterizd por tener filamentos postigenos cortos (200 um) no ramificados, pelos

feoficeos, plurangios intercalares uniseriados con 2-4 células estériles terminales y un
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cloroplasto parietal multilobulado por célula, lo cual la diferencia de la especie tipo M.
schmidtii que tiene un cloroplasto discoidal. La especie més recientemente descrita para
éste género es M. elongata S.W. Poong, PE. Lim & S.M. Phang (2013) con base en
caracteres morfolégicos y analisis molecular de los genes rbcL y Coxl. Mesospora
elongata y M. schmidtti se diferencian por tener secuencias distintas en sus genes rbcL y
Cox1. Morfologicamente M. elongata presenta mayor numero de celulas en el filamento
postigeno (hasta 30 células) con respecto a de M. schmidtti que tiene filamentos postigenos
maés cortos (11-29 células) (Poong et al., 2013).

2.3. Recuento historico del género Basispora

El género Basispora D. M. John & Lawson fue establecido en 1974 a partir de material
recolectado en las costas de Ghana, Africa. La especie tipo, Basispora africana D. M. John
& Lawson se caracteriz por tener unangios surgiendo sobre pedicelos largos cerca de la
base. Las especies Basispora durvillacae (Lindauer) D. M. John & G W. Lawson y
Basispora saxigena (Lindauer) D. M. John & G. W. Lawson fueron originalmente descritas
como Hapalospongidion saxigenus y Hapalospongidion durvilleae por Lindauer (1949).
Cuando se describié el género Basispora (John & Lawson, 1974), estas especies fueron
transferidas a este género. Ese mismo afio South (1974) describid el género Herpodiscus
gen.nov y a su vez propuso la combinacion Herpodiscus durvilleae (Lindauer) South, con
base en Hapalospongidion durvilleae, teniendo en cuenta su condicién parasita y su sistema
de penetracién de filamentos basales. Actualmente Herpodiscus durvilleae es aceptada

taxondmicamente y Basispora durvillaeae es considera sinGnimo homotipico de ésta.

2.4. Sinominia Hapalospongidion-Mesospora-Basispora

La familia Mesosporaceae fue establecida por Tanaka & Chihara (1982) para reunir a las
algas costrosas pardas gelatinosas pertenecientes a los géneros Hapalospongidion,
Mesospora y Basispora, caracterizados por poseer filamentos erectos libres, plurangios
intercalares y unangios terminales sin paréafisis. De esta forma ellos incluyeron la Familia
Mesosporaceae dentro del Orden Ralfsiales junto con las Familias Lithodermataceae,

Nemodermataceae y Ralfsiaceae (Nakamura, 1972).


http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=k0bb7d41458b6a88c

Posteriormente  Wosmersley (1987) determin6 que el género Mesospora estaba
cercanamente relacionado con Hapalospongidion, considerando que la cantidad de
cloroplastos no es un caracter diagnostico para diferenciar estos dos géneros, dado que el
numero de cloroplastos descritos en Mesospora schmidtii, por Tanaka y Chihara (1982),
probablemente dependia del tamafio y edad de la célula y no de la posicién apical (1
cloroplasto por célula) o basal (2 o 3 cloroplastos por célula) en el talo. Ademas, sefialé que
la diferencia en la posicién de los unangios, no es un caracter exclusivo, puesto que puede
deberse al hecho de haberse ramificado o no cerca de la base. Del mismo modo, para
Wosmersley los unangios basales y la presencia de varios cloroplastos por célula en
Basipora, no representaban caracteres diagnosticos del género, siendo iguales a los
descritos en Hapalospongidion por Hollenberg (1942). De esta forma Wosmersley (1987)
consider6 que Mesospora Weber-van Bosse y Basispora John & Lawson estaban
cercanamente relacionados a Hapalospongidion y debian ser relegados a sinonimia de este

ultimo.

A partir de la propuesta de sinonimia de Wosmersley (1987), Leon-Alvarez & Gonzalez-
Gonzalez (1993) plantearon nuevas combinaciones para Mesospora van-bosseae Bgrgesen
(Hapalospongidion vanbosseae (Begrgesen) Leon-Alvarez & J.Gonzélez-Gonzélez) y
Mesospora macrocarpa (Feldman) den Hartog (Hapalospongidion
macrocarpum (Feldmann) Ledn-Alvarez & Gonzalez-Gonzalez). Por otro lado Tanaka &
Chihara (1982) propusieron la transferencia de Hapalospongidion pangoense (Setchell)
Hollenberg a Mesospora pangoensis (Setchell) Chihara & Tanaka, incluyendo M.

pangoensis var galapagensis (Setchell & Gardner) Chihara & Tanaka.

En el Pacifico Tropical Mexicano (PTM), s6lo se encuentran registradas dos especies del
género Hapalospongidion: H. gelatinosum y H. pangoense. Sin embargo en el catalogo de
Algas Marina Bentonicas de México, Phaeophycota Il (Pedroche et al., 2008) se menciona,
con base en los comentarios de los propios Leon Alvarez y Gonzalez-Gonzalez (1993, pp.
473-474) que las especies de Hapalospongidion gelatinosum provenientes de Puerto
Escondido, Guerrero, coinciden también con la descripcion de H. macrocarpum

(Feldmann) Ledn Alvarez y Gonzalez Gonzalez, y con H. pangoense, y del mismo modo



sucede con los ejemplares citados de H. pangoense que coinciden también con H. van-
bosseae (Bgrgesen) Leon-Alvarez y Gonzéalez-Gonzalez. Esto evidencia el limitado alcance

de la herramienta morfoldgica para diferenciar especies gelatinosas.

2.5. Estudios moleculares

La plasticidad morfoldgica y la convergencia evolutiva que presentan las macroalgas
marinas, combinado con una relativa escasez de caracteres morfologicos, pueden dificultar
la asignacion de categorias como la de familia e incluso imposibilitar identificaciones a
nivel de especie (Saunders, 2005). Por esta razén, la implementacion de técnicas
moleculares se hace necesaria para complementar la informacion especifica que la

morfologia tradicional no puede proporcionar (McDevit & Saunders, 2009).

Dentro de la clase Phaeophyceae existe un nimero considerable de estudios basados en
marcadores moleculares dentro de los cuales inicialmente se utilizaron genes de ADN
ribosomal 18S y 26S (Tan & Druehl, 1993; Tan & Druehl, 1994; Draisma et al., 2001;
Phillips et al., 2008). Recientemente se ha implementado el uso de genes cloroplasticos
como rbcL, que codifica para la subunidad larga de la enzima ribulosa 1,5-bifosfato
carboxylasa-oxigenasa (RuBisco), rbcS (subunidad corta de la RuBisCo), psaA, psbA e
intergen de la RuBisCo (Siemer et al., 1998; Kogame et al., 1999; Cho et al., 2004; Kawai
& Sasaki, 2004; Silberfeld et al., 2010).

Asi mismo, se ha llevado a cabo la amplificacién del gen mitocondrial Cox1
(citocromo c oxidasa 1), para diferenciar especies estrechamente relacionadas o que forman
un complejo de especies, siendo este gen parte de la iniciativa del Codigo de Barras de
ADN (Lane et al. 2007; Kucera & Saunders 2008). No obstante, la implementacion del
codigo de barras de ADN, aun no se ha usado ampliamente en todos los taxa de

Phaeophyceae, siendo el grupo de las algas costrosas uno de los menos explorados.

El primer estudio filogenético molecular dentro de lo grupo de las algas costrosas se
bas6 en secuencias de ADN ribosomal 18S de Analipus japanicus (Harvey) Wynne y

Ralfsia fungiformis (Gunnerus) Setchell & N.L.Gardner, donde se compararon las
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secuencias de 6 ordenes de feoficeas y se determind que el orden Ectocarpales (sensu
Garielson et al., 1989) era polifilético, teniendo en cuenta que Analipus japonicus
(Heterochordariaceae, Ectocarpales) y Ralfsia fungiformis (Ralfsiaceae, Ectocarpales) se
encontraron filogenéticamente cercanas entre ellas, pero en un clado distante de las demas
especies ectorcarpoides consideradas en ese estudio (Tan & Druehl, 1994). Asi quedo
demostrado que las costras pardas no pertenecian al Orden Ectocarpales como lo habia
planteado Nelson (1982).

En 2007 Lim et al., con base en secuencias nucleotidicas del gen rbcL ratificaron la
existencia del Orden Ralfsiales (Nakamura, 1972), y propusieron la familia Neoralfsiaceae.
En este trabajo se corroboraron los resultados obtenidos por Tan & Druehl (1994),
demostrando que el Orden Ralfsiales es un grupo monofilético, separado del Orden
Ectocarpales. Lim et al., (2007) ademas evidenciaron que las especies del género Diplura
Hollenberg se encontraban distantes del Orden Ralfsiales y cercanas al Orden Ishigeales,

afirmando asi el origen polifilético de las algas costrosas pardas (Poong et al., 2014).

Recientemente, Mesospora elongata fue descrita a partir de analisis morfologico y
molecular de los genes rbcL y Cox1 (Poong et al., 2013). En este estudio se analizaron
secuencias de M. schmidtii, M. negrosensis y Mesospora sp, las cuales se reunieron dentro
de un clado monofilético correspondiente a la familia Mesosporaceae. En el mismo afio,
Poong et al., publicaron un estudio floristico molecular, utilizando los mismos marcadores
moleculares (rbcL y Cox1), con el objetivo de conocer y entender la diversidad de algas
costrosas en la region Indo-Malaya, resaltando la carencia de estudios dentro de éste grupo
y la necesidad de desarrollarlos en las regiones tropicales. En este mismo estudio, Poong et
al. 2014, ratificaron la divergencia existente entre el género Diplura y los demas miembros
del Orden Ralfsiales, tal como lo expresaron Lim et. al en 2007. Asi mismo promueven la
utilizacion de herramientas moleculares para esclarecer la posicion taxonémica ambigua de
especies de algas costrosas pardas donde los caracteres morfo-anatdmicos estan

sobrelapados (Poong et al., 2014).



Estudios moleculares con los géneros Hapalospongidion y Basispora no han sido

realizados hasta la fecha.

En México se han realizado estudios basados en caracteres morfolégicos y moleculares
que han tenido por objetivo esclarecer la situacion taxondmica de Ralfsia expansa
(J.Agardh) J.Agardh y Ralfsia hancockii E.Y.Dawson (NUfez-Reséndiz, 2012). Ledn-
Alvarez et al., 2014a, propusieron la combinacion Neoralfsia hancockii (E.Y.Dawson)
Leon-Alvarez & M.L.NUfiez-Reséndiz, al considerar que la secuencia nucleotidica de ésta
especie se encuentra distante de la familia Ralfsiaceae, pero estd compartida con especies
de la familia Neoralfsiaceae, aunque los caracteres morfologicos la diferencian de las
especies de Neoralfsia expansa (J.Agardh) P.-E.Lim & H.Kawai ex Cormaci & G.Furnari.
Asi mismo, otro estudio morfolégico y molecular reveld que las especies de Neoralfsia
expansa descritas en el trabajo de Lim et al., 2007, recolectadas en Japon y Malasia e
identificadas como Ralfsia expansa, son genéticamente distintas a las poblaciones de la

localidad tipo (Veracruz, México) de Ralfsia expansa (Ledn-Alvarez et al., 2014b).

Hasta la fecha no se tienen antecedentes de estudios moleculares realizados dentro del

grupo de las costras pardas gelatinosas en el Pacifico Tropical Mexicano.
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3. JUSTIFICACION

En la diversidad ficoldgica de algas pardas del Pacifico Tropical Mexicano no se ha
podido establecer si las costras gelatinosas pertenecen a una sola especie 0 a varias especies
de un género o incluso si son representantes de géneros diferentes. Hasta la fecha se tiene
conocimiento de la variacion morfoldgica que presentan las costras gelatinosas, pero no se
tiene conocimiento de su secuencia molecular y su correlacion directa con la morfologia. El
presente estudio pretende conocer la biodiversidad de las costras gelatinosas, conjuntando
la informacion molecular (genes rbcL y Cox1) con los datos morfométricos, y asi
determinar cuantas y cuales especies estdn presentes en esta region. Esta caracterizacion
morfol6gica y molecular es un aporte significativo para el entendimiento de la diversidad

ficoldgica y las relaciones taxondmicas y filogenéticas de las algas costrosas pardas.
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4. HIPOTESIS

La caracterizacién molecular, basada en las secuencias de 2 genes (rbcL y Cox1), permitird
determinar el nimero de especies (del mismo o distinto género), las cuales tendran una

correlacion directa con las morfologias encontradas en el Pacifico Tropical Mexicano.
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5. OBJETIVOS

El presente trabajo tiene por objetivo conocer la biodiversidad de algas costrosas pardas

gelatinosas del Pacifico Tropical Mexicano.

5.1 Objetivo general

Caracterizar morfoldgica y molecularmente las algas pardas gelatinosas del Pacifico

Tropical Mexicano.

5.2 Objetivos particulares

* Describir las caracteristicas morfoldgicas y anatomicas de las algas costrosas pardas

gelatinosas.

* Obtener las secuencias de ADN del gen cloroplastico rbcL y el gen mitocondrial Cox1,

para cada uno de los especimenes recolectados.

* Determinar el nimero de especies de algas costrosas pardas gelatinosas presentes en el
Pacifico Tropical Mexicano.
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6. MATERIALESY METODOS

6.1 Area de estudio

Los ejemplares empleados para el presente estudio provienen de 8 localidades del
Pacifico Tropical Mexicano (PTM) (Figura 1 y 2). Las localidades fueron elegidas con el
conocimiento previo de la presencia de esta forma de crecimiento gelatinosa (Leon-Alvarez
y Gonzalez-Gonzalez, 1993; Ledn-Alvarez, 1996) (Tabla 1).

Figura 1. Mapa de las localidades de recolecta
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Figura 2. Fotografia de algunas de las localidades de recolecta.
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A. La Barrita, Gro. B. Puerto Escondido, Gro. C. San Agustin, Oax. D. El Palmar, Gro.
E. Las Cuatas, Gro. F. Las Rosadas, Jal.
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Tabla 1. Datos de las localidades

Localidad

El Palmar, Ixtapa-
Zihuatanejo, Gro

Las Cuatas, Ixtapa-
Zihuatanejo, Gro

La Barrita,
Petatlan, Gro

Puerto Escondido,
Gro.

Las Rosadas, Jal

Caleta de Campos,

Mich.

El Tizate, Nay.

San Agustin, Oax.

Geoposicion

17° 39’ 09.107” N
-101°36°0.08” W

17° 39’ 58.660” N
-101° 38’ 35.0"W

17°24°31.25" N
-101° 10" 46.3” W

17°16°36.22” N
-101°10°52.5” W

19° 377 16.6”N
-105°11°9.1”W

18°4” 35.91”N
-102°45°21.5”W

20°24°38.92’N
-105°40720.3”W

15°41°26,79” N
-96° 14’ 15,727 W

Acceso

Playa contigua al Hotel
Barcelo, Ixtapa

Zona norte de Ixtapa.
Acceso por condominio
privado.

Carretera federal # 200
Zihuatanejo-Acapulco

Carretera federal # 200
Zihuatanejo-Acapulco

Carretera federal #200
Puerto Vallarta
- Manzanillo

Carretera federal #200
Zihuatanejo-Manzanillo

Carretera federal #200
Tepic-Bucerias

Carretera federal #200
Acapulco-Salina Cruz

Fisiografia

Punta rocosa expuesta 4
manera de risco con varios
bloques de roca sueltos, e
incidencia directa del oleaje.

Bloques rocosos expuestos al
oleaje, formando un canal,
sumergidos en marea alta.

Rocas expuestas directamente
a la luz solar y al oleaje,
siempre sumergidos 0
salpicadas por las olas.

Punta rocosa irregular. Riscos
pequefnios sometidos
directamente al oleaje.

Punta rocosa con pequefios
ricos sumergidos y sometidos
directamente al oleaje

Saliente rocosa
volcénica)  erosionada
sometida al oleaje directo.

(roca
Y

Plataforma rocosa  con
pequefios riscos, cantos |
guijarros.

Playa arenosa con grandes
bloque de roca de granito,
expuestas al oleaje intenso de

rompiente.
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6.2 Recolecta de muestras

Con ayuda de un cincel y un mazo, se desprendieron fragmentos de rocas que
presentaron una costra con morfologia de cojin que al desprenderse y mojarse tenian
textura lubricosa y consistencia gelatinosa. Cada roca fue guardada en una bolsa pléstica
con cierre hermético. A cada muestra se le asigné un codigo de campo con los respectivos
datos ambientales y caracteristicas de la localidad. Posteriormente todas las rocas fueron
secadas con servilleta de papel y de cada una se desprendio un fragmento del alga para el
andlisis molecular. Este fragmento fue puesto en una bolsa hermética de menor tamafio,

envuelto en servilleta de papel junto con silica gel

6.3 Notas de campo

En la libreta de campo se tomaron los datos ambientales y fisiograficos de las
localidades de recolecta, de los ambientes generales y de los ambientes particulares en los
que fueron recolectados los especimenes. Se tomaron fotografias de cada ambiente y de los
especimenes previo a su recolecta. Con ayuda de un GPS y Google Maps se tomaron las

coordenadas geogréficas en cada localidad.

6.4 Trabajo de gabinete

A cada muestra se le asign6 un codigo de catalogo para incorporarla a la Coleccion de
Algas del Pacifico Tropical Mexicano (PTM) de la Seccién de Algas del Herbario de la
Facultad de Ciencias, UNAM (FCME).

6.5 Estudio morfoldgico

Las muestras recolectadas fueron observadas bajo el estereoscopico OLYMPUS SZ 51, con
el propdsito de percibir la existencia de una o varias morfologias en la misma roca. Esta
diferenciacion se baso en el color, relieve, forma y textura, caracteristicas tenidas en cuenta

de forma conjunta. Posteriormente, se realizaron cortes a mano con cada uno de los
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especimenes para realizar la tinciébn y montaje semipermanente con gelatina-glicerina-
fenol. Las muestras fueron tefiidas con 4 colorantes diferentes: fucsina bésica, acetoorceina,
verde de malaquita y permanganato de potasio, para evidenciar la presencia de estructuras
reproductoras y contenido celular de interés (p.e. cloroplastos y fisodes). Todos los
especimenes fueron observados con un microscopio OLYMPUS CX31 y fotografiados con
una camara Nikkon D7000. Las fotografias fueron editadas con el programa Adobe
Photoshop CS6.

Cada muestra recolectada fue caracterizada morfolégicamente de acuerdo al formato
establecido para la descripcion morfoldgica de algas costrosas pardas gelatinosas (Apéndice
1), con base en los caracteres empleados en las descripciones originales y en el estudio
previo de Ledn-Alvarez, (1996). En la figura 3 se muestra la morfologia general de una
costra gelatinosa y los criterios cuantitativos con los que fueron tomadas las medidas

morfoldgicas.

Teniendo la informacion morfoldgica se cred una matriz compuesta por 16 especimenes y
30 caracteres (Apéndice 2), con la cual se llevo a cabo el analisis de UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean). Este analisis se realizo con la finalidad de
agrupar los especimenes de acuerdo a la similitud de sus caracteres morfoldgicos. En este
analisis se utiliz6 como grupo externo la muestra UM10 descrita como Ralfsia hancockii
(Ledn-Alvarez, 1996).

El analisis de UPGMA se llevé a cabo con el programa PAUP versién 4.0b10 para
Microsoft Windows (Swofford, 2003), y consistié en la transformacion de la matriz
morfoldgica en una matriz de distancia y a partir de esta se generd un dendrograma. En
cada paso se unieron los grupos mas cercanos y se recalcularon las distancias. El apoyo
interno de las ramas se evalu6 mediante un andlisis de bootstrap (Felsenstein, 1985) con

1000 réplicas.
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Figura 3. Esquema general de una costra parda gelatinosa y los criterios para la toma de las medidas
morfoldgicas

Filamentos
postigenos

Digmetro
Cél. filamento
postigeno

_ Largo
Cél. filamento
primigenio

Didmetro

Filametos Cél. filamento primigenio

primigenios

Como herramienta complementaria para la caracterizacion morfoldgica, se realizd un
andlisis de Maxima Parsimonia (MP), con la finalidad de conocer los caracteres y el estado
del carécter que reunié a cada uno de los grupos conformados (Apéndice 3). La matriz
utilizada fue la misma que se usé para el analisis de UPGMA. El analisis de Maxima
Parsimonia se llevo a cabo utilizando el programa Winclada (Nixon K. C, 2002), y
consistio en una busqueda exacta con intercambio de ramas por medio de la opcion
biseccion de arboles y reconexion (Tree Bisection and Reconnection) (TBR). Todos los
caracteres fueron considerados como no ordenados y de igual peso. El apoyo interno de los

clados se evalu6 mediante un analisis de bootstrap (Felsenstein, 1985) con 1000 réplicas.
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6.6 Estudio molecular

6.6.1 Extraccion de ADN
Una porcidén de 5-10 mg de cada muestra fue triturada en un mortero con nitrégeno liquido

y colocada en un tubo Eppendorf de 1.5 ml, correctamente rotulado.

La extraccion de ADN se realizé con el kit DNeasy Plant Mini Kit de Qiagen, siguiendo la
técnica del fabricante, aumentando el tiempo de incubacion de bafio maria a 60 min. Para
comprobar que el proceso de extraccion fue satisfactorio, un volumen del ADN obtenido (5
ul de ADN + 1 ul de buffer de carga) fue puesto en un gel de agarosa (0.5 gr de agarosa +
50 ml de TBE al 5%) en una camara de electroforesis con TBE durante 30 minutos a 100

volts.
6.6.2 Amplificacion de ADN (PCR)

El gen rbcL se amplificé en dos partes con la combinacion de 2 pares de cebadores
(forward y reverse). El gen Cox 1 se amplificd en un s6lo fragmento utilizando 2 cebadores

forward y reverse (Tabla 2).

La mezcla de reaccion para el gen rbcL fue preparada en un tubo de 0.2 ml utilizando el
Kit PCR Core Kit de Qiagen, afiadiendo las siguientes proporciones de los reactivos: 2.5 ul
de buffer 10X, 1.0 ul de MgCI2, 0.5ul de dNTPs, 1.0 ul de BSA, 1.0 ul de cada cebador
forward y reverse a 10pmol, 0.125 ul de Taq Polymerasa, 1.0 ul de ADN y 16.875 ul de
agua inyectable, para un volumen final de 25ul. La mezcla se corri6 en el termociclador

Techne Flexi-gene, U.K., siguiendo el protocolo descrito por Lim et al., (2007).

Para amplificar el gen Cox1 las proporciones de los reactivos utilizados se redujeron a
un volumen total de 15 ul utilizando 1.5 ul de buffer, 1.0 ul de MgCl,, 0.5ul de dNTPs, 1.0
pul de BSA, 0.5 pul de cada cebador forward y reverse a 10pmol, 0.125 pul de Taq
Polymerasa, 1.0 ul de ADN y 8.875 ul de agua inyectable. Esta mezcla se corrié en el
termociclador Techne Flexi-gene, U.K., siguiendo el protocolo descrito por Saunders (sin

publicar), iniciando a 94°C por 2 minutos, seguido de 5 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
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durante 0:30 min, alineamiento a 45°C durante 30 min y extensién a 72°C durante 1 min;
seguido por otros 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30 min, alineamiento a
46.5°C durante 30 min y extension a 72°C por 1 min; finalmente temperatura de extension

a 72°C por 7 min.

Para comprobar que los productos PCR correspondieran a la longitud de los genes
amplificados, las muestras se cargaron en un gel de agarosa (0.5 gr de agarosa en 50 ml de
TAE 5X) con un volumen de 3.0 ul de la muestra 'y 1.0 ul de buffer de carga, y se corrieron

en una camara de electroforesis con TAE 5X durante 30 minutos a 100 volts.

Tabla 2. Cebadores utilizados

Fragmentos de

Gen | Cebador Secuencia del cebador (5'- 3) . Referencia
la secuencia
rbcL | rbc-FO ATCGAACTCGAATAAAAAGTGA 20-41 Kawai & Sasaki, 2004
Ral-952 CATACGCATCCATTTACA 952-934 Lim et al., 2007
rbe-F3 CACAACCATTCATGCG 635-650 Kawai & Sasaki, 2004

Kogame et al. 1999
PRB-R3 GTAATATCTTTCCATAAATCTAA (1406-1384) (citado en Kawai &
Sasaki 2004)

Gary W. Saunders, sin

Cox1 | GWSLF2 CAAATCATAAAGATATCGGCAC 10-700 oublicar

Gary W. Saunders, sin

GWSRX ACTTCTGGATGTCCCGAGAATCA 680-20 oublicar

6.6.3 Secuenciacion

Los productos de PCR fueron enviados para su purificacion y secuenciacion al laboratorio
de Biologia Molecular del Instituto de Biologia de la UNAM.
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6.7 Divergencia nucleotidica

Se calcularon los intervalos de valores de divergencia nucleotidica en los niveles
interespecificos e intergenéricos para las regiones del gen rbcL y Cox1, utilizando distancia
“p” no corregida con el programa PAUP 4.0b10 (Swofford, 2003).

6.8 Analisis filogenético molecular

La secuencias obtenidas fueron editadas y alineadas en los programas Bioedit (Hall, 1999)
y Mafft version v7.158b (Kazutaka & Daron, 2013), junto con 35 secuencias de rbcL y 11
secuencias de Cox1, tomadas de la base de datos GenBank (NCBI), pertenecientes a las
especies del orden Ralfsiales. Se incluyé a Tilopteris mertensii (Thuner in Smith) Kiitzing
como grupo externo, teniendo en cuenta que ésta especie pertenece a la familia
Tilopteridaceae (Tilopteridales), y de acuerdo a la clasificacion actualizada de las algas
pardas (Silberfeld et al., 2014) ésta es la familia filogenéticamente mas cercana del Orden

Ralfsiales, que corresponde al grupo interno (Tabla 3).

Se realizaron dos matrices para el gen rbcL: una conformada por las secuencias de 1270
pares de bases y otra por secuencias con 710 pares de bases. Esto se debid a que el gen
rbcL fue secuenciado en dos fragmentos y en las muestras VR33, VR35, VR39 y Hpn, s6lo
se logré amplificar el ultimo fragmento. La matriz para Cox1 estuvo conformada por 22
secuencias de 604 nuclettidos. Con cada una de las matrices para el gen rbcL y Cox1 se
llevaron a cabo los andlisis de Maxima Parsimonia (MP), Maxima Verosimilitud (MV) e

Inferencia Bayesiana (IB).

El andlisis de MP se corrid en el programa PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2003), haciendo una
busqueda heuristica con 1,000 réplicas. El intercambio de ramas se realizd por medio
algoritmo heuristico TBR. Todos los caracteres fueron considerados como no ordenados y

de igual peso. El apoyo interno de los clados se evalu6 mediante un analisis de bootstrap

22



(Felsenstein, 1985) con 1,000 réplicas. Se calculd el indice de Consistencia (IC) e indice de

Retencion (IR) de la matriz de datos para evaluar el nivel de homoplasia.

Previo al analisis de Maxima \Verosimilitud e Inferencia Bayesiana, se buscé el modelo
de sustitucion nucleotidica que mejor se ajustara a la matriz de datos para rbcL y Coxl1.
Para esto se utilizo el programa ModelTest v.3.7 (Posada & Crandall, 1998) con el criterio
de informacion Akaike (AIC). El modelo seleccionado para rbcL y Cox1 fue GTR (general-

time-reversible) + | (proportion of invariable sites) + G (gamma).

El analisis de Maxima Verosimilitud se llevd a cabo con el programa RaxML
(Randomized Axelerated Maximum Likelihood) (Stamatakis, 2012), bajo el algoritmo de
busqueda heuristica, utilizando el modelo de sustitucion GTR (general-time-reversible)
Gamma+l con 1,000 réplicas de secuencias aleatorias y posteriormente 1,000 réplicas de

bootstrap.

El andlisis de Inferencia Bayesiana (IB) se realizé con el programa MrBayes 3.2.2
(Huelsenbeck & Ronquist, 2001). EI modelo seleccionado para rbcL y Cox1 fue GTR
(general-time-reversible) + | (proportion of invariable sites) + G (gamma). Se corrieron 4
cadenas de Markov Monte Carlo, muestreando 1 &rbol cada 1,000 generaciones para un
total de 10°000.000 (diez millones) de generaciones, para cada una de las matrices. En cada
analisis las primeras 2°500.000 (dos millones quinitas) generaciones fueron descartadas
como el “burn in”. Las inferencias filogenéticas se basaron en los arboles muestreados

después de 2°500.000 de generaciones.
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Tabla 3. Datos de las secuencias moleculares obtenidas de GenBank

NUmero de acceso

Taxa Sitio de colecta en Genbank Autor
rbcL Cox rbcL Cox1
L . . , Bodega Bay, .
Analipus japonicus (Harvey) Wynne Oshoro, Hokkaido Pref., Japdn California USA AB264042 EU681389 Lim et al. (2007)
Endoplura aurea Hollenberg Inubouzaki, Chiba Pref., Japén AB264039 - Lim et al. (2007)
E:\ts:i)ralfsm saxicola A (Okamura et Yamada) Ohma, Aomori Pref., Japon AB250070 - Lim et al. (2007)
Ez\ts;(i)ralfma saxicola B (Okamura et Yamada) Ohma, Aomori Pref., Japén AB2504040 - Lim et al. (Sin publicar)
Mesospora elongata A S.W.Poong, P.E.Lim & Lombok Island, Nipah,
S.M.Phang Indonesia Idem JQ620004  JQ620012 Poong et al. (2013)
Mesospora elongata B S.W.Poong, P.E.Lim & Lombok Island, Nipah,
S.M.Phang Indonesia Idem JQ620005 JQ620013 Poong et al. (2013)
g",evls";ﬁggg elongata C S.W.Poong, P.E.Lim & Okinawa, Isla Ishigaki, Jap6n Idem JQ620002  JO620010 Poong et al. (2013)
g",ewso;ﬁgrrlg elongata D S.W.Poong, P.E.Lim & Okinawa, Isla Ishigaki, Jap6n Idem JQ620003  JQ620011 Poong et al. (2013)
Mesospora schmidtii A Weber-van Bosse Port Dickson, Malasia Idem JQ620000 JQ620008 Poong et al. (2013)
Mesospora schmidtii B Weber-van Bosse f\;l)glc;ré;ulau Che Kamat, Idem JQ619998  JQ620006 Poong et al. (2013)
Mesospora schmidtii C Weber-van Bosse :f‘?ohg;?:()k’ Batukijok, Idem JQ619999  JQ620007 Poong et al. (2013)
Mesospora schmidtii D Weber-van Bosse :zgohgg?:Ok’ Batukijok, Idem JQ620001 JQ620009 Poong et al. (2013)
Mesospora sp. A Joalglénr?wa, Isla Ishigaki, Fusaki, AB250063 - Lim et al. (Sin publicar)
Mesospora sp. C Johor, Tg Gemoh, Malasia AB250065 - Lim et al. (2007)
Nakura, Ishigaki Island, .

Mesospora sp. D Okinawa Pref., Japon AB250066 - Lim et al. (2007)
Mesospora sp. E Johor, Tg Lompat, Malasia AB250067 - Lim et al. (Sin publicar)
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Tabla 3. Datos de las secuencias moleculares obtenidas de GenBank (continuacion)

Sitio de colecta

NUmero de acceso

Taxa en Genbank Autor
rbcL Cox1 rbcL Cox1

Mesospora sp. F Johor, Tg. Balau, Malasia AB250068 - Lim et al. (Sin publicar)
Mesospora sp. G Shizuoka, Shimoda, Japon AB250069 - Lim et al. (2007)
Neoralf§|a expansa E (J.Agardh) P.-E.Lim & H.Kawai ex Oklnawa,_ Ishlg,akl Island, AB250077 i Lim et al. (2007)
Cormaci & G.Furnari Hamasaki, Japon
Neoralfsia expansa F (J.Agardh) P-E.Lim & H.Kawaiex ;0 pecany Malasia AB250078 ~ Limetal. (2007)
Cormaci & G.Furnari
Neoralfsia expansa G (J.Agardh) P.-E.Lim & H.Kawai ex . , i .
Cormaci & G.Furnari Hyogo, Igumi, Japon AB250079 Lim et al. (2007)

. Morro de la Macha, Veracruz, Leon-Alvarez et al.,
Neoralfsia expansa A sensu Bargesen Meéxico KMO032758 - (2014b)

. Morro de la Macha, Veracruz, Leon-Alvarez et al.,
Neoralfsia expansa B sensu Bgrgesen México KMO032759 - (2014b)

. Morro de la Macha, Veracruz, i Leon-Alvarez et al.,
Neoralfsia expansa C sensu Bgrgesen Meéxico KMO032760 (2014b)
Neoralfsia hancockii A (E.Y.Dawson) D.Leon-Alvarez &  San José del Cabo, La KE977828 i Leon-Alvarez et al.,
M.L.Nunez-Reséndi Palmilla, BCS, México (2014a)
Neoralfsia hancockii B (E.Y.Dawson) D.Leon-Alvarez &  San José del Cabo, Country KE977827 i Leon-Alvarez et al.,
M.L.Nunez-Reséndi Club, BCS, México (2014a)
Ralfsia fungiformis A (Gunnerus) Setchell et Gardner JAaI;Ig?]shl, Hokkaido Pref., AB250071 - Lim et al. (2007)
Ralfsia fungiformis B (Gunnerus) Setchell et Gardner g:ﬁa%l; Bon Desir, Quebec, Idem  EU579936 EU579873 Bittner et al. (2008)
Ralfsia sp. A Akou, Hyogo Pref., Japdn AB250073 - Lim et al. (2007)
Ralfsia sp. H Shimoda, Nabeta, Japon AB250080 - Lim et al. (Sin publicar)
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Tabla 3. Datos de las secuencias moleculares obtenidas de GenBank (continuacion)

NuUmero de acceso en

Taxa Sitio de colecta Autor
Genbank
rbcL Cox1 rbcL Cox1
Ralfsia sp. | Shimoda, Nabeta, Japén AB250081 - Lim et al. (Sin publicar)
Ralfsia sp. J 1090, Isla Awaji AB250082 : Lim et al. (Sin publicar)
aruyama, Japon

Ralfsia sp. K \I]-‘I;F/)%%o, Takeno, Oura, AB250083 Lim et al. (Sin publicar)
Ralfsia verrucosa (Areschoug) J. Agardh  Roscoff, Brittany, France AB250072 - Lim et al. (2007)
Tilopteris mertensii (Thrner in Smith) Kobe, Hyogo, Japon Cultivo AB045260 EU681430 Sasaki et al. (2001)

Kiitzing
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7. RESULTADOS

Un total de 30 especimenes fueron revisados, caracterizados y analizados
morfoldgicamente, sin embargo s6lo se obtuvieron secuencias moleculares de 15 de ellos.
El anélisis morfoldgico-molecular del presente trabajo se restringio a los especimenes que
se lograron secuenciar. En la discusién y en el apéndice 16 se hace referencia al analisis
morfoldgico conjunto de los 30 especimenes caracterizados.

7.1 Datos de campo

La asociacion entre los especimenes y las caracteristicas del ambiente general en que

fueron recolectados se muestran en la tabla 4.

Todos los especimenes analizados se caracterizaron por ser costras gelatinosas, con una
superficie suave, en alto relieve, totalmente adheridas al sustrato, sin lineas de crecimiento
evidentes, formadas por filamentos postigenos libres (unidos sélo en la parte basal),
surgiendo a partir de filamentos primigenios formando un disco basal. La pared celular a lo
largo de todo el filamento postigeno fue homogénea en todas las muestras (1-2 um) y no se
observaron rizoides. EI nimero de cloroplastos presentes, al igual que su forma y posicién
dentro de la célula y la presencia/ausencia de pirenoides, fueron caracteres diagnosticos
tomados en cuenta, pero su determinacién en muestras procesadas fue dudosa (ver

discusion).

7.2 Anélisis morfologico

Los especimenes analizados y los caracteres morfométricos utilizados para su

caracterizacion se describen en la tabla 5.
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Tabla 4. Caracteristicas de los ambientes particulares y de los especimenes.

Namero de Ambiente Algas asociadas a la
Muestra PTM preparacion Localidad Color del crecimiento Forma de la asociacion 9 .
- general costra gelatinosa
(lamina)
Café olivo con bordes Manchas aisladas con .
VR5 9622 1315-1317 El Palmar PRE café amarillo margen nitido Ninguna
VR 6H 9657 1371-1372 El Palmar, Gro PRE Café con bordes amarillo Manchafrggggguas, l Pseudolithoderma sp.
VR 20H 9627 1351-1354 El Palmar, Gro PRE Café con bordes amarillo Manchatsrgslggguas, il Pseudolithoderma sp.
VR 30H 9576 1301 Las Cuatas, Gro PRE Café oliva oscuro Manchatsrggg'g:uas, sin Pseudolithoderma sp.
VR33 9658  1374-1379 La Barrita, Gro PCR Café negruzco brillante  MaNCNas continuas sin Ninguna
margen nitido
VR 35 9659 1388-1391 La Barrita, Gro PLR Café oliva oscuro Manchas contJr}uas l Chaetomorpha
margen nitido
VR 38 9663 1400-1403 Puerto Escondido, PCR Café con pordes café Manchas aIS|¢'ilan con Alga costrosa roja
Gro olivo margen nitido
VR39 9664  1730-1733  uertoEscondido, pop Café oliva oscuro Manchas continuas sin Ninguna
Gro margen nitido
VR 40 9665 1408-1411 Puerto Escondido, PCR Café con pordes café Manchas cont[n_uas con Alga costrosa roja y
Gro olivo margen nitido Chaetomorpha
VR 41 9666 1412-1414 Puerto Escondido, PCR Café con b(_)rdes café Manchas cont[n_uas con Ninguna
Gro amarillos margen nitido
VR 42 9667 1415-1448 Puerto Escondido, PCR Café con bprdes café Manchas cont[n_uas con Ninguna
Gro amarillos margen nitido
VR43 9668  1734-1741 El Palmar, Gro PRE Café con bordes cafe  Manchas continuas sin Alga costrosa roja
olivo margen nitido
VR44 9669  1742-1744 El Palmar, Gro PRE Café con bordes cafe Manchas continuas sin Alga costrosa roja
olivo margen nitido
VR85 9672  1747-1752 El Palmar, Gro PRE Cafe con bordes cafe Manchas aisladas sin Ninguna
olivo margen nitido
Hpn 9185  1764-1768  San Agustin, Oax PRI Café rojizo Manchas continuas sin Ninguna

margen nitido

PRE: punta rocosa expuesta. PCR: playa de cantos rodados. PLR: Plataforma rocosa. PRI: playa rocosa irregular
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Tabla 5. Caracteres morfometricos utilizados para la caracterizacion morfolégica de las algas costrosas pardas gelatinosas.

Nidmero de Conformacion de Forma de las Diametro de las Largo de las Relacion D/L NUmero de
PTM  CLAVE Grosor del capas de las capas de los células del células del células del de las células células del
talo filamentos filamentos filamento filamento filamento del filamento filamento
primigenios primigenios primigenio primigenio primigenio primigenio postigeno
200-270 .
9185 Hpn (350) um 2-3 Capas nitidas Irregulares 4-9 um 8-15 um 0,622 21-40
9658 VR 33 310-380 2-3 Capas nitidas Irregulares 5-7 um 11-15 (-20) um 0,37 29-39
(-180) um
200-300 -
9660 VR 35 (-170) um. 2-3 Capas nitidas Irregulares 3-6 um 9-17 um 0,38 20-30
9664 VR 39 300-380 um. 2-3 Capas no evidentes Irregulares 3-5um 6-8 (-11) pm 0,5 40-51
9622  VR5  550-750 um. 35 Capas no evidentes Irregulares 5-11 pm 10-15 (-21) um 0,55 27-36
9657 VR6H  300-450 um 2-4 Capas nitidas Irregulares 5-8 um 12-20 (-28) um 0,34 21-33
760- 910 e
9627 VR20H (1100) um 2 Capas nitidas Irregulares 4-5 um 12-15 (-10) um 2,97 49-56 (-72)
850-920 e
9576 VR 30H (1050) pm. 2 Capas nitidas Irregulares 5-10 um 5-15 (-20) um 0,6 50-61
9663 VR 38 500-720 pm. 2-3 Capas no evidentes Irregulares 6-10 (-3) um 12-22 (-30) um 0,38 30-37 (46)
9665  VR40  300-370 um. 2-3 Capas nitidas Irregulares 6-8 (-4) um 14-26um 0,34 18-33
9666 VR 41 500-580 pm 2-3 Capas nitidas Irregulares 4-7 um 20-30 (-15) pm 0,25 35-46
9667 VR 42 (Zi%)sztsn 2-3(-4) Capas nitidas Irregulares 4-10 (-13) um 12-20 (-23) pm 0,5 17-36
9668 VR 43 550-700 pm. 2-3 Capas nitidas Irregulares 4-7 um 15-25 (-9) pm 0,32 38-53 (-28)
9669 VR 44 (332%)53?“ 2-4 Capas no evidentes Irregulares 4-10 um 10-15 (-22) 0,45 43-53 (-27)
9671 VR 85 550-750 um. 2-4 Capas no evidentes Irregulares 4-8 um 13-25 um 0,29 28-50 (-23)
Color rosa: ; Color celeste:
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PTM

9185

9658

9660

9664

9622

9657

9627

9576

9663

9665

9666

9667

9668

9669

9671

CLAVE

Hpn

VR 33

VR 35

VR 39

VR 5
VR 6H
VR 20H
VR 30H
VR 38
VR 40
VR 41
VR 42
VR 43
VR 44

VR 85

Largo de los
filamentos
postigenos

190-258 (393)
pm

250-330 (200)
pum.
175-280 (150)
um

280-320 pm.

500-710 um
275-430 um
750-1050 pm
820-1000 pm.
480-690 pm.
280-350 um

430-550 um

515-550
(-420) um

540-680 um

360-520
(-300) um.

500-700 pm

Diametro del
filamento postigeno

Constante

Constante
Constante

Constante (disminuye en
algunos casos)

Aumenta hacia el apice
Aumenta hacia el dpice
Aumenta hacia el apice
Aumenta hacia el apice
Aumenta hacia el apice
Aumenta hacia el apice
Aumenta hacia el apice
Aumenta hacia el apice
Aumenta hacia el apice
Aumenta hacia el apice

Aumenta hacia el apice

Largo células
Filamento
postigeno

Aumenta o se mantiene
constante de la base al
apice
Aumenta de la base al
apice
Aumenta de la base al
apice

Constante

Disminuye

Disminuye (excepto cel.

Apical)

Disminuye (excepto cel.

Apical)

Disminuye (excepto cel.

Apical)

Disminuye (excepto cel.

Apical)

Disminuye (excepto cel.

Apical)

Disminuye (excepto cel.

Apical)

Disminuye (excepto cel.

Apical)

Constante

Disminuye (excepto cel.

Apical)

Disminuye

Forma de los
filamentos
postigeno

Rectos

Rectos

Rectos
Rectos

Curvos
Curvos
Curvos
Curvos
Curvos
Curvos
Curvos
Curvos
Curvos
Curvos

Curvos

Disposicién
de los
filamentos
postigenos

Angulo
transversal

Angulo
transversal
Angulo
transversal

Angulo
transversal

Angulo agudo
Angulo agudo
Angulo agudo
Angulo agudo
Angulo agudo
Angulo agudo
Angulo agudo
Angulo agudo
Angulo agudo
Angulo agudo

Angulo agudo

Union de los
filamentos
postigenos

Si

Si

Si

Si

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

N° de células que
se unen entre los
fil. Postigenos

0-3

4-6 (-10)

4-6

0-3
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PTM

9185

9658
9660

9664

9622
9657

9627

9576

9663

9665

9666

9667

9668

9669

9671

CLAVE

Hpn
VR 33
VR 35

VR 39

VR 5
VR 6H

VR 20H

VR 30H

VR 38

VR 40

VR 41

VR 42

VR 43

VR 44

VR 85

Orden de
ramificacion

Ramificacion basal

Ramificacion basal

Ramificacion basal

No ramifica
(ramificaciones
escasas)

No ramifica

No ramifica

No ramifica
(ramificaciones escasas
parte media)

No ramifica
(ramificaciones escasas
parte media)

No ramifica
(ramificaciones
escasas)

No ramifica
(ramificaciones
€scasas)

No ramifica

No ramifica
(ramificaciones
escasas)

No ramifica

No ramifica
(ramificaciones escasas
parte basal)

No ramifica
(ramificaciones escasas
parte media)

Forma de las
células
basales del
fil. postigeno

Doliformes

Doliformes
Doliformes

Irregulares

Cilindricas

Cilindricas

Cilindricas

Cilindricas

Cilindricas

Cilindricas
Cilindricas

Cilindricas

Cilindricas

Cilindricas

Cilindricas

Largo de las
células basales
del fil.
postigeno

7-10 (-5) um
6-8 um
6-8 (-10) um

6-8 (-10) um

17-25 um
18-20 (25) um

12-20 (-10)

18-20 (-15) um

15-21 (-12) um

14-22 (-29) um

19-30 um

25-33 (-18) um

9-12 um

16-23 (-13)

18-30 (-35) um

Diametro
de las
células

basales del
fil.
postigeno

5-7 (9) pm
5-7 um
5-6 (8) um

6-8 um

6-7 pm
5-6 (-8) um

6-8 um

6-7 um

7-8 um

6-8 (-10) um

7-9 um

7-10 um

6-8 um

6-8 um

7-10 um

Relacion
L/D de
las cél.
basales

1,24
1,11

1,22

1,12

3,15
3,66

21

2,6

2,26

2,73

3,26

3,34

297

2,88

3,11

Forma de las
células
cercanas al
apice

Doliforme

Doliformes
Doliformes

Doliformes

Cilindricas

Cilindricas

Cilindricas

Irregulares

Irregulares

Cilindricas
Cilindricas

Cilindricas

Cilindricas

Cilindricas

Cilindricas

Largo de
las células
cercanas al
apice
5-10 pm
6-8 um
5-8 um
5-9 um
6-8 (-15) um

10-12 (-8)
um

8-10 (-15)
um

8-10 (-6) um

8-12 (-15)
um

8-12 (-17)
um

7-10 (-12)
pum
9-12 pm
9-12 um

6-11 um

3-6 um

Diametro de
las células
cercanas al
apice

5-6 um
5-6 um
5-7 um

4-5 um

6-9 (-5) um
8-10 um

8-11 um

8-10 um

8-10 um

8-10 um

8-10 (-12) um

8-11 um

8-11 um

7-10 ym

10-11 um

Relacion
L/D de las
cél. cercanas

al apice

1,33

1,34
11

1,34

13
11

1,06

0,86

1,2

13
0,95

1,08

1,35

1,01

0,47
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Largo de las células

Diametro de las

Relacion L/D de Presencia de

Presencia de

Crecimiento

PTM CLAVE apicales células apicales las cél. apicales pelos hialinos Plurangios

9185 Hpn 6-10 pm 5-8 um 1,39 No No Mancha continua sin margen nitido
9658 VR 33 10-14 (-7) um 5-8 um 1,63 Si No Mancha continua sin margen nitido
9660 VR 35 6-10 (-13) um 6-9 um 1,34 Si No Mancha continua sin margen nitido
9664 VR 39 6-10 (-13) um 4-5 um 1,86 Si No Mancha continua sin margen nitido
9622 VR 5 8-13 um 10-12 pm 0,92 No Si Mancha aislada con margen nitido
9657 VR 6H 12-15 (-10) pm 10-12 um i1 No No Mancha continua sin traslape
9627 VR 20H 10-12 (-7) um 10-12 um 0,92 No Si Mancha continua sin traslape
9576 VR 30H 9-14 um 10-12 um 1,05 Si No Mancha continua sin traslape
9663 VR 38 10-15 (-20) um 10-12 (-14) pm 1,25 Si Si Mancha aislada con margen nitido
9665 VR 40 10-16 pm 8-12 (-14) pm 1,28 Si Si Mancha continua con margen nitido
9666 VR 41 10-15 (-7) um 9-12 1,09 No No Mancha continua con margen nitido
9667 VR 42 7-14 (-18) pm 10-12 pm 1,13 Si No Mancha continua con margen nitido
9668 VR 43 9-15 pm 7-10 pm 1,31 No No Mancha continua sin margen nitido
9669 VR 44 7-14 um 7-11 um 1,18 Si No Mancha continua sin margen nitido
9671 VR 85 8-14 um 10-13 pm 0,97 Si No Mancha aisladas sin margen nitido

Color rosa: ; Color celeste:
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7.2.1 Anélisis morfologico UPGMA

Con base en la descripcion morfoldgica, se construyé una matriz de 16 especimenes y
30 caracteres diagndsticos informativos para ser analizada bajo el método de agrupamiento
UPGMA (Apéndice 2). En la Figura 4 se muestra el dendrograma resultante de este

analisis.

Los especimenes estudiados se encontraron reunidos en dos grupos:
Grupo I: Soportado por un valor de bootstrap de 98. Incluyé 4 especimenes (VR39, Hpn,
VR33, VR35) recolectados en 3 localidades: Puerto Escondido, La Barrita y San Agustin.

Grupo II: Soportado por un valor de bootstrap de 85. Incluy6 11 especimenes (VR5, VR6H,
VR20H, VR30H, VR38, VR40, VR41, VR42, VR43, VR44, VR85) recolectados en las

localidades de El Palmar, Las Cuatas y Puerto Escondido.

De acuerdo con lo anterior, las costras gelatinosas de este estudio presentan dos
morfologias diferentes correspondientes al Grupo | y al Grupo I, los cuales fueron
denominadas como Morfo 1 y Morfo 2, respectivamente. A continuacion se describen los

dos morfos y en la tabla 6 se muestra la comparacién entre ellos.
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Figura 4. Dendrograma del analisis morfologico UPGMA. En rojo se muestran los valores de bootstrap (1,000 réplicas). Los nodos
que no presentan valores indican resultados de bootstrap inferiores a 50.
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Morfo 1 (VR33, VR 35, VR 39, Hpn) (Figura 5)

Costra gelatinosa color verde oliva en himedo y café oscuro en seco, con superficie suave y
en alto relieve que se expande cubriendo la totalidad de la roca, totalmente adheridas al
sustrato, sin lineas de crecimiento evidentes ni lobulaciones (Figura 5. A-C). Filamentos
postigenos libres con células (0-6) unidas hacia la base. Grosor del talo completo de 200-
380 (-160) um (Figura 5. D-F). Filamentos primigenios formados por 2-3 capas de células.
Largo de las células de 6-17 (20) um y 3-7 (9) um de diametro, irregulares en forma
(Figura 5. G-l). Filamentos postigenos con 20-51 células de largo, surgiendo
intercalarmente en angulo transversal con respecto a los filamentos primigenios. Largo
del filamento de 190-340 (-150) um. Células basales doliformes o irregulares, de 6-10 um
de largo y 5-10 um de diametro. Células cercanas al apice doliiformes, de 5-10 um de largo
y 4-6 um de diametro. Células apicales irregulares en forma, de 8-14 (-6) um de largo y 5-9
um de didmetro (Figura 5. J-L). El diametro del filamento se mantiene constante o
disminuye levemente a lo largo del filamento, mientras el largo de las celulas se
mantiene constante o aumenta hacia el apice. Pelos hialinos pueden estar presentes o
ausentes, distribuidos irregularmente en el talo, origindndose en la parte media de los

filamentos postigenos. Plurangios y unangios ausentes.
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Figura 5. Morfo 1. A-B. Habito costroso gelatinoso seco, escala = 10 cm, 2 cm. C. Habito costroso gelatinoso
himedo, escala = 5 cm. D-F. Talo completo con filamentos libres, diametro constante, escala = 100 um. G-I.
Filamentos primigenios y unién basal entre los filamentos postigenos, escala= 50 um. J-L. Apices, escala = 50
um.
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Morfo 2
(VR 5, VR 6H, VR20H, VR30H, VR 38, VR40, VR41, VR42, VR43, VR44, VR85)
(Figura 6)

Costra gelatinosas color café claro 6 café verdoso en himedo y café cobrizo en seco, con
una superficie resbalosa y en alto relieve, totalmente adheridas al sustrato, sin lineas de
crecimiento evidentes, con margenes conspicuos Yy lobulaciones (Figura 6. A-B).
Filamentos postigenos libres no unidos entre si. Grosor del talo completo 300-920 (1100)
pum (Figura 6. C-D). Filamentos primigenios formados por 2-5 capas de células. Largo de
las células de 10-20 (30) um y 4-10 (13) um de didmetro, irregulares en forma (Figura 6. E-
G). Filamentos postigenos con 17-61 (72) células de largo, surgiendo subterminalmente
en angulo agudo a partir de las células de los filamentos primigenios. Largo del
filamento de 275-900 (1050) um. Células basales cilindricas, de 15-35 (-10) um de largo y
5-10 um de diametro. Celulas cercanas al apice doliformes, de (-3) 6-12 (17) um de largo y
6-10 (12) um de didametro. Células apicales irregulares en forma, de 7-15 (20) um de largo
y 7-12 (14) um de diametro (Figura 6. H-J). El diametro del filamento aumenta hacia el
apice, mientras el largo de las células disminuye, aunque en algunos casos la célula
apical es mas larga. Pelos hialinos presentes o ausentes, distribuidos irregularmente en el
talo, originandose en la parte media de los filamentos postigenos. Filamentos flameados (o
con collar) intercalares presentes, largo del collar de 30-75 (90) um y didmentro de 8-15
um, numero de células dentro de collar de 2-10 (18), irregulares en forma. Células estériles
apicales presentes de 0-9. Plurangios intercalares dispuestos en secuencias continuas de 1 a
4 por filamento, interrumpidas por células vegetativas. Forma irregular del plurangio (-10)
22-48 um de largo y 10-15 um de didmetro, con 3-8 células al interior del plurangio,
dispuestas 1 o 2 hileras de loci por plurangio, irregulares en forma (Figura 6. K-N). Células
estériles terminales 1-7, redondeadas y cubiertas por una matriz mucilaginosa. Unangios

ausentes.
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Figura 6. Morfo 2. A-B. Habito costroso gelatinoso, escala = 10 cm, 5 mm. C-D. Talo completo con filamentos
libres, diametro constante, escala = 200 um. E-G. Filamentos postigenos surgiendo en angulo agudo con respecto
los filamentos primigenios, escala = 50 um, 25 um, 25, um. H-J. Apices, escala = 50 um. K-N. Plurangios
intercalares, escala = 50um, 50um, 20um, 20 um.
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Tabla 6. Comparacién morfolégica entre el Morfo 1y Morfo 2

Morfo 1 Morfo 2
1. GROSOR 200-380 (-160) pm 300.920 (1100) pm
2. NUMCAPFILPRI 2-3 2-4
3. FORMCELFILPRI Irregulares Irregulares
4. LARCELFILPRI 6-17 (20) pum 10-30 (-5) pm
5. DIACELFILPRI 3-7 um 4-10 pum
6. NUMCELFILPOS 20-51 17-53 (72)
7. LARFILPOST 175-330 pm 275-910 (1050) pm
8. FORFILPOST Rectos Curvos
9. DISPOFILPOS Angulo transversal Angulo agudo
10. UNIONFILAM Si No
11. NUMCELUNID 0-6 (-10) 0
12. ORDENRAMIF Rg?;'rgngéog‘ogzzae'n%e' No ramifica
13. FORCELBAS Doliformes Cilindricas
14. LARCELBAS 6-8 (10) um 15-35 (-10) um
15. DIACELBAS 5-8 um 5-10 um
16. FORCELCERAPI Doliformes Cilindricas
17. LARCELCERAPI 5-9 um (-3) 6-10 (17) pm
18. DIACELCERAPI 4-7 um 6-10 (12) um
19. FORCELAPI Irregulares Irregulares
20. LARCELAPI 6-14 um 7-15 (20) um
21. DIACELAPI 4-8 um 7-12 (14) pm
22. DIAMFILPOS Constante Aumenta hacia el apice

Aumenta de la base al
apice

Disminuye de la base al apice, en
algunos casos la célula apical es méas
larga

23. LARCELFILPOST

1. GROSOR: Grosor del talo. 2. NUMCAPFILPRI: Nimero de capas del filamento primigenio. 3. FORMCELFILPRI: Forma de las
células de los filamentos primigenios. 4. LARCELFILPRI: Largo de las células del filamento primigenio. 5. DIACELFILPRI: Didmetro
de las células del filamento primigenio. 6. NUMCELFILPOS: Numero de células del filamento postigeno. 7. LARFILPOST: Largo del
filamento postigeno. 8. FORFILPOST: Forma de los filamentos postigenos. 9. DISPOFILPOS: Disposicion de los filamentos postigenos.
10. UNIONFILAM: Unién de los filamentos postigenos. 11. NUMCELUNID: Numero de células unidas entre si. 12. ORDENRAMIF:
Orden de ramificacion. 13. FORCELBAS: Forma de las células basales. 14. LARCELBAS: Largo de las células basales. 15.
DIACELBAS: Diametro de las células basales. 16. FORCELCERAPI: Forma de las células cercanas al apice. 17. LARCELCERAPI:
Largo de las células cercanas al apice. 18. DIACELCERAPI: Diametro de las células cercanas al apice. 19. FORCELAPI: Forma de las
células apicales. 20. LARCELAPI: Largo de las células apicales. 21. DIACELAPI: Diametro de las células apicales. 22. DIAMFILPOS:
Diametro de los filamentos postigenos. 23. LARCELFILPOST: Largo de las células del filamento postigeno.
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7.3 Analisis molecular

7.3.1 Divergencia nucleotidica del gen rbcL

Se analizaron dos matrices para el gen rbcL. La matriz rbcL_1 correspondié al gen
completo y estuvo conformada por 45 secuencias de 1270 pb, de las cuales 10 secuencias

fueron generadas en éste estudio (Apéndice 4).

La matriz rbcL_2 estuvo conformada por 52 secuencias, con una longitud de 710 pb, de las
cuales 17 fueron generadas en éste estudio. Esta segunda matriz se cre6 para poder incluir
los representantes del Morfo 1 (VR33, VR35, VR39 y Hpn,), en los cuales no se logr6

amplificar el primer fragmento del gen rbcL (Apéndice 5).

7.3.1.1. Matriz rbcL_1

Un total de 45 secuencias fueron analizadas incluyendo a Tilopteris mertensii (J.E. Smith)

Kiitzing como grupo externo.

Los valores de divergencia al interior de la Familia Ralfsiaceae (Ralfsia fungiformis, R.
verrucosa, Heteroralfsia saxicola y Endoplura aurea), oscilaron entre 4.8 y 11.0%. Al
interior de la Familia Mesosporaceae (Mesopora schmidtii y M. elongata) oscilaron entre 8
y 10%, y entre la familia Neoralfsiaceae (Neoralfsia expansa y N. hancockii), oscilaron
entre 3.7 y 9.7%.

Los valores de divergencia intergenérica entre las secuencias de Mesospora
(Mesosporaceae), Neoralfsia (Neoralfsiaceae), Ralfsia (Ralfsiaceae) y el Morfo 2, oscilaron
entre 10.2 y 14.5%. Entre Mesospora y Ralfsia oscilaron entre 10.4 y 12.1%, entre
Mesospora y Neoralfsia entre 11 y 14.0% y entre Mesospora y el Morfo 2 entre 11.4 y
12.8%. Entre Ralfsia y Neoralfsia oscilaron entre 11.4 y 12.9%, entre Ralfsia y el Morfo 2
oscilaron entre 11.5y 12.7%, y entre Neoralfsia y el Morfo 2 oscil6 en 12.2 y 14.5%.
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A nivel intraespecifico, los valores de divergencia entre las secuencias de Mesospora
schmidtii oscilaron entre 0.7 y 2.0%, y entre Mesospora elongata no hubo divergencia (0%)
al igual que entre Neoralfsia hancockii. En Neoralfsia expansa A, B y C oscilaron entre 1y
3%. En Neoralfsia expansa E y F entre 2 y 4%. En los especimenes del Morfo 2 la

divergencia intraespecifica oscil6 entre 0.07 y 2.3%.

7.3.1.2. Matriz rbcL_2

Un total de 52 secuencias fueron analizadas incluyendo como grupo externo a Tilopteris

mertensii.

Los valores de divergencia al interior de la Familia Ralfsiaceae (Ralfsia fungiformis,
Ralfsia verrucosa, Heteroralfsia saxicola y Endoplura aurea), oscilaron entre 4.7 y 11.7 %.
Los valores de divergencia al interior de la Familia Mesosporaceae (Mesopora schmidtii y
M. elongata) oscilaron entre 9.7 y 11.2 %, y entre la familia Neoralfsiaceae (Neoralfsia

expansa y N. hancockii), oscilaron entre 0.8 y 6.4 %.

Los valores de divergencia intergenérica entre las secuencias de Mesospora
(Mesosporaceae), Neoralfsia (Neoralfsiaceae), Ralfsia (Ralfsiaceae) y el Morfo 1 y 2,
oscilaron entre 11 y 15% Entre Mesospora y Ralfsia oscilé entre 11 y 14%, entre
Mesospora y Neoralfsia entre 12 y 14% y entre Mesospora y el Morfo 1 oscilaron entre 14
y 16% y entre Mesospora y el Morfo 2 oscilaron entre 12 15%. Entre Ralfsia y Neoralfsia
y Ralfsia y el Morf 2 oscilaron entre 11 y13%, y entre Ralfsia y el Morfo 1 oscilo entre 12 y
14%. Entre Neoralfsia y el Morfo 1 oscil6 en 13 y 15%., y entre Neoralfsia y el Morfo 2

oscilo entre 13 y 14%. La divergencia entre el Morfo 1 y el Morfo 2 oscilé entre 12 'y 13%

A nivel intraespecifico, los valores de divergencia entre las muestras de Mesospora
schmidtii oscilaron entre 0.5 y 2%, y entre M. elongata no hubo divergencia (0%) al igual
que entre Neoralfsia hancockii Ay B. Entre N. expansa A, By C oscilaron entre 0.5 y 1%.
Entre N. expansa G, E y F oscilaron entre 2 y 6%. Entre los especimenes del Morfo 1

oscilaron entre 0.1y 2%, y entre los especimenes del Morfo 2 oscilaron entre 0.1 y 0.8%.
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7.3.2. Divergencia nucleotidica del gen Cox1

Un total de 22 secuencias fueron analizadas incluyendo como grupo externo a Tilopteris

mertensii (Apéndice 6).

Los valores de divergencia al interior de la familia Ralfsiaceae (Ralfsia fungiformis y
Analipus japonicus) fue del 20.3% vy entre la familia Mesosporaceae (Mesopora schmidtii
y M. elongata) oscilaron entre 19.7 y 21.5%. La divergencia entre el Morfo 1 y el Morfo 2
oscilé entre 22.1y 22.3 %.

Los valores de divergencia intergenérica entre las secuencias de Mesospora, Ralfsia,
Analipus y el Morfo 1 y Morfo 2, oscilaron entre 22 y 27%. Entre Mesospora y Ralfsia
oscilaron entre 23 y 25%, entre Mesospora y Analipus oscilaron entre 24 y 27%, entre
Mesospora y el Morfo 1 oscilaron entre 22 y 25% y entre Mesospora y el Morfo 2
oscilaron entre 23 y 25%. Entre Ralfsia y Analipus fue del 20%. Entre Ralfsia y el Morfo 1
fue de 23% y entre Ralfsia y el Morfo 2 oscilaron entre 20 y 21%. Entre Analipus vy el
Morfo 1 oscil6 entre 23 y 24% y entre Analipus y el Morfo 2 fue del 21%.

A nivel intraespecifico, los valores de divergencia entre las muestras de Mesospora
schmidtii oscilaron entre 7 y 12%, y entre M. elongata oscilaron entre 0.1 y 0.3 % Entre los

especimenes del Morfo 1 oscilaron entre 0 y 0.1%, y entre los especimenes del Morfo 2

oscilaron entre 0 y 3%.

7.4 Anélisis filogenéticos

Los tres métodos de inferencia filogenética (MP, MV, IB) mostraron arboles con topologias

idénticas para los genes rbcL y Cox1.
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7.4.1 Matriz rbcL_1

7.4.1.1. Méaxima Parsimonia (MP)

La matriz de rbcL_1 consistio en 45 secuencias de 1270 pares de bases (86,6% del total del
tamafio del gen), 10 de las cuales fueron generadas en este trabajo. El 63.5%,
correspondiente a 806 caracteres fueron constantes, el 6.77% correspondiente a 86
caracteres fueron no informativos y el 29.8% correspondiente a 378 caracteres fueron
informativos para parsimonia. El analisis de Maxima Parsimonia recuperd 1389 arboles
mas parsimoniosos, con una longitud de 282164 pasos, indice de consistencia (IC) de
0.4528 e indice de retenciéon (IR) de 0.7991. El consenso estricto de los arboles mas

parsimoniosos se muestra en la apéndice 7.

Los especimenes del Morfo 2 se organizaron en el Clado Il soportado por un valor de
bootstrap de 100. En el arbol se pueden diferenciar los Clados I, Il, y IV que corresponde a

las Familias Mesosporaceae, Neoralfsiaceae y Ralfsiaceae, respectivamente (Figura 7).

7.4.1.2. Maxima Verosimilitud (MV) e Inferencia Bayesiana (1B)

En el anélisis de Maxima \erosimilitud e Inferencia Bayesiana para la matriz rbcL_1 se
generd un arbol con la misma topologia que recuper6 los especimenes del Morfo 2 dentro
del Clado I1I con valores de bootstrap y probabilidad posterior de 100 (Apéndice 9y 11).

Al igual que en el &rbol de MP para rbcL_1, en este arbol también se pueden diferenciar los

Clados I, Il 'y IV que corresponde a las Familias Mesosporaceae, Neoralfsiaceae y

Ralfsiaceae, respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Arbol consenso de MP, MV e IB de rbcL_1. Los ndmeros color negro asociados a cada rama indican los valores de bootstrap para MP

(izquierda), MV (medio) y probabilidad posterior IB (derecha). Los nimeros color rojo corresponden al porcentaje de divergencia nucleotidica para
cada rama.
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7.4.2. Matriz rbcL_2

7.4.2.1. Méaxima Parsimonia (MP)

La matriz de rbcL_2 consistié en 52 secuencias de 710 pares de bases, 17 de las cuales
fueron generadas en este trabajo. EI 62.8%, correspondiente a 446 caracteres fueron
constantes, el 6.20%, correspondiente a 44 caracteres fueron no informativos y el 31.0%,
correspondiente a 220 caracteres fueron informativos para parsimonia. El andlisis de
Maxima Parsimonia recuperd 864 arboles mas parsimoniosos, con una longitud de 4597825
pasos, indice de consistencia (IC) de 0.4329 e indice de retencion (IR) de 0.8191. El
consenso estricto de los &rboles se muestra en el apéndice 8.

Los especimenes estudiados se organizaron en el Clado Ill soportado por un valor de
bootstrap de 73.3. Este clado estuvo conformado por dos subclado A y B, soportados por un
valor de bootstrap de 100 cada uno. Los especimenes del subclado A corresponden a al
Morfo 1 y el subclado B retne a los especimenes del Morfo 2. En este arbol también se
diferenciaron los Clados I, Il IV que corresponden a las Familias Mesosporacea,
Neoralfsiaceae y Ralfsiaceae, respectivamente (Figura 8).

7.4.2.2. Maxima Verosimilitud (MV) e Inferencia Bayesiana (1B)

Para la matriz rbcL_2 se generd un filograma con la misma topologia para el analisis de
Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana, que reunio los especimenes dentro del Clado

I11, soportado por valores de bootstrap y probabilidad posterior de 100 (Apéndice 10y 12).

Al igual que en el andlisis de Maxima Parsimonia, este clado esta conformado por dos
subclados Ay B. Los especimenes del subclado A corresponden al Morfo 1y el subclado B
retne a los especimenes del Morfo 2. En este arbol también se diferenciaron los Clados I, 11
y IV que corresponden a las Familias Mesosporaceae, Neoralfsiaceae y Ralfsiaceae,
respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Arbol consenso de MP, MV e IB de rbcL_2. Los nimeros color negro asociados a cada rama indican los valores de bootstrap para MP

(izquierda), MV (medio) y probabilidad posterior IB (derecha). Los nimeros color rojo corresponden al porcentaje de divergencia nucleotidica para
cada rama.
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7.4.3. Gen Cox1

Para el gen Cox1 se analizaron 22 secuencias de 675 pb, 11 de las cuales fueron generadas
en este trabajo. En las tres matrices se incluyo a Tilopteris mertensii como grupo externo,
teniendo en cuenta que esta especie pertenece a la familia Tilopteridaceae (Tilopteridales),
y de acuerdo a la clasificacion actualizada de las algas pardas (Silberfeld et al., 2014) ésta

es la familia méas cercanamente relacionada al Orden Ralfsiales.

7.4.3.1. Andlisis de Maxima Parsimonia

La matriz del gen Cox1 consistio en 604 pares de bases y 22 secuencias, 10 de las cuales
fueron generadas en este trabajo. ElI 59.3%, correspondiente a 358 caracteres fueron
constantes, el 2.6%, correspondiente a 16 caracteres fueron no informativos y el 38.1%,
correspondiente a 230 caracteres fueron informativos para parsimonia. El andlisis de
Maxima Parsimonia recuperé 688 arboles mas parsimoniosos con una longitud de 13028
pasos, indice de consistencia (IC) de 0.5959 e indice de retencion (IR) de 0.8085. El

consenso estricto de los arboles se muestra en la apéndice 13.

Los especimenes estudiados se organizaron en el Clado Il soportado por un valor de
bootstrap de 100. Este clado a su vez se dividié en dos subclados A y B con valores de
bootstrap de 100 cada uno. El subclado A correspodiente a los especimenes del Morfo 2
present6 dos ramificaciones, la primera conformada por los especimenes VR6H, VR20H, y
la segunda por los especimenes VR38, VR40, VR41, VR42, VR43. El subclado B reunio
los especimenes VR33, VR35 y VR39, los cuales son miembros del Morfo 1. En el arbol se
pueden diferenciar el Clado | correspondiente a la familia Mesosporaceae y el Clado 111 con

especies de la familia Ralfsiaceae.
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7.4.3.2. Andlisis de Maxima Verosimilitud (MV) e Inferencia Bayesiana (1B)

En el analisis de Méaxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana para el gen Cox1 se generd
un arbol con idéntica topologia, que reunid a los especimenes estudiados en el Clado II.
Este a su vez se dividié en los subclados A y B, correspondientes al Morfo 2 y 1,
respectivamente. Al igual que en el analisis de MP, el subclado A presento dos ramas , la
primera conformada por los especimenes VR6H, VR20H, y la segunda por los especimenes
VR38, VR40, VR41, VR42, VR43) (Apéndice 14 y 15). En el &rbol se pueden diferenciar
el Clado I correspondiente a la familia Mesosporacie y el Clado Il con especies de la

familia Ralfsiaceae.

El arbol consenso del andlisis de Méaxima Parsimonia, Maxima Verosimilitud e Inferencia

Bayesiana se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Arbol consenso de MP, MV e IB para el gen Cox1 .Los nimeros color negro asociados a cada rama indican los valores de bootstrap para

MP (izquierda), MV (medio) y probabilidad posterior 1B (derecha). Los numeros color rojo corresponden al porcentaje de divergencia nucleotidica
para cada rama.
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7.4.4. Genes concatenados

7.4.3.1rbcL_1y Coxl

Se analizaron 19 secuencias de 1874 pb, 8 de las cuales fueron generadas en éste trabajo. Se

incluyd a Tilopteris mertensii como grupo externo.

7.4.3.1.1. Analisis de Maxima Parsimonia

La matriz de los genes concatenados rbcL_1 y Cox1 consistio en 1874 pares de bases y 19
secuencias, 8 de las cuales fueron generadas en éste trabajo. El 70.6%, correspondiente a
1323 caracteres fueron constantes, el 5.4%, correspondiente a 102 caracteres fueron no
informativos y el 24%, correspondiente a 449 caracteres fueron informativos para
parsimonia. El analisis de Maxima Parsimonia recuperé 1115 arboles mas parsimoniosos
con una longitud de 2750 pasos, indice de consistencia (IC) de 0.6789 e indice de retencion
(IR) de 0.8440.

Los especimenes estudiados se organizaron en el Clado Il, soportado por un valor de
bootstrap de 100. Este clado presenté dos ramificaciones, la primera conformada por los
especimenes VR6H, VR20H, y la segunda por los especimenes VR38, VR40, VR41, VR42,
VR43. El Clado Il corresponde a los especimenes del Morfo 2. En el arbol se pueden
diferenciar el Clado | correspondiente a la familia Mesosporaceae y el Clado Ill con

especies de la familia Ralfsiaceae (Figura 10).

7.4.3.1.2. Andlisis de Maxima Verosimilitud (MV) e Inferencia Bayesiana (1B)

En el analisis de Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana se generd un arbol con la
misma topologia que reunié a los especimenes estudiados (Morfo 2) en el Clado Il, con
valores de bootstrap y probabilidad posterior de 100. En los Clados | y Il se encuentran
reunidos miembros de la familia Mesosporaceae y Ralfsiaceae, respectivamente (Figura
10).
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Figura 10. Arbol consenso de MP, MV e IB para los genes concatenaos rbcL_1 y Coxl. Los
nameros color negro asociados a cada rama indican los valores de bootstrap para MP (izquierda),
MV (medio) y probabilidad posterior 1B (derecha). Los numeros color rojo corresponden al

porcentaje de divergencia nucleotidica para cada rama.
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Se analizaron 22 secuencias de 1314 pb, 11 de las cuales fueron generadas en éste trabajo.

Se incluyé a Tilopteris mertensii como grupo externo.

7.4.3.2.1. Anélisis de Maxima Parsimonia

La matriz de los genes concatenados rbcL_2 y Cox1 consistio en 1314 pares de bases y 22

secuencias, 11 de las cuales fueron generadas en éste trabajo. EI 65.8%, correspondiente a
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864 caracteres fueron constantes, el 3.3%, correspondiente a 43 caracteres fueron no
informativos y el 30.9%, correspondiente a 407 caracteres fueron informativos para
parsimonia. El analisis de Maxima Parsimonia recuperé 1051 arboles mas parsimoniosos
con una longitud de 19784 pasos, indice de consistencia (IC) de 0.6346 e indice de
retencién (IR) de 0.8396.

Los especimenes estudiados se organizaron en el Clado Il soportado por un valor de
bootstrap de 100. Este clado a su vez se divide en dos subclados A y B con valores de
bootstrap de 100 cada uno. El subclado A presenta dos ramificaciones, la primera
conformada por los especimenes VR6H, VR20H, y la segunda por los especimenes VR38,
VR40, VR41, VR42, VR43. Este subclado corresponde a los especimenes reunidos en el
Morfo 2. El subclado B retne los especimenes VR37, VR35 y VR39, los cuales son
miembros del Morfo 1. En el arbol se pueden diferenciar el Clado | correspondiente a la
familia Mesosporaceae y el Clado 11l con especies de la familia Ralfsiaceae, que en éste

arbol se observan como especies parafiléticas (Figura 11).

7.4.3.2.2. Andlisis de Maxima Verosimilitud (MV) e Inferencia Bayesiana (1B)

En el analisis de Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana se generdé un arbol con la
misma topologia que reunio a los especimenes estudiados en el Clado Il. Este a su vez se
dividio en los subclados A y B, correspondientes al Morfo 2 y 1, respectivamente. Los
valores de bootstrap y probabilidad posterior que soportan a cada uno de los subclados A'y
B fueron de 100. En los Clados | y Ill se encuentran reunidos miembros de la familia

Mesosporaceae y Ralfsiaceae, respectivamente (Figura 11).

51



Figura 11. Arbol consenso de MP, MV e IB para los genes concatenaos rbcL_2 y Coxl .Los
nameros color negro asociados a cada rama indican los valores de bootstrap para MP (izquierda),
MV (medio) y probabilidad posterior IB (derecha). Los numeros color rojo corresponden al
porcentaje de divergencia nucleotidica para cada rama.
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8. DISCUSION

8.1. Caracterizacion morfol6gica

El anélisis morfoldgico de UPGMA permitio diferenciar dos grupos de algas costrosas
gelatinosas en el Pacifico Tropical Mexicano. Las diferencias morfoldgicas de estos dos
grupos estan basadas principalmente en tres caracteres: grosor del talo, angulo de
surgimiento de los filamentos postigenos a partir de los filamentos primigenios, y
largo/diametro de las células a lo largo del filamento postigeno. Con base en esto se puede
considerar que el angulo de surgimiento (agudo o transversal) de los filamentos postigenos
a partir de los primigenios tiene implicaciones citogenéticas significativas en la
delimitacion de especies de las costras pardas gelatinosas y debe ser tenido en cuenta como
caracter diagndstico. Con base en éstos caracteres morfolégicos los dos grupos fueron
denominados Morfol y Morfo 2. En la tabla 7 se comparan las descripciones originales de

las especies gelatinosas con los Morfos 1y 2.

El morfo 1 presenta un grosor del talo de 200-380 um, evidentemente més corto que el
morfo 2 (300-920 (1100) um), sin embargo la diferencia en el namero de células entre ellos
no es significativa (20-51 celulas en el Morfo 1y 17-61 células en el Morfo 2). Teniendo en
cuenta el grosor del talo, el surgimiento en angulo transversal de los filamentos postigenos,
y el largo/diametro de sus células, el morfo 1 se asemeja a las especies Mesospora
elongata, M. schimidtii y Hapalospongidion gelatinosum. Sin embargo, las células del
filamento postigeno en el Morfo 1 se hacen mas largas o0 se mantienen constantes de la base
al apice, mientras en las especies mencionadas, las células son mas largas en la base y se
hacen mas cortas hacia el apice. La especie H. pangoensis también podria considerarse
dentro de éste grupo, ya que el grosor de su talo es corto (180-225 um), pero las células de
H. pangoensis son mas largas (largo célula basal 9-18 um, largo célula cercana al &pice 10-
15um) que las del Morfo 1 (largo célula basal 6-8 (-10) um, largo célula cercana al apice 5-
9 um), y ademas el didmetro del filamento aumenta hacia el apice, mientras en el Morfo 1,
el didmetro permanece constante e incluso disminuye ligeramente. La relacion entre el

largo (aumentando hacia el apice) y el didmetro (constante) de las células a través del
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filamento, hacen del Morfo 1 un grupo particularmente diferente de las especies ya

descritas.

El morfo 2 presenta un talo mas grueso (300-920 (1100) um), y un namero de células
en el filamento postigeno (17-53 células) similar al morfo 1 (20-51 células) (Figura 6). Esto
evidencia que sus células son mas largas, aunque su longitud disminuye de la base al apice,
a excepcion de la célula apical, que en la mayoria de los casos es alargada. Asi mismo el
diametro de los filamentos en el Morfo 2 aumenta hacia el apice. Teniendo en cuenta ésta
combinacion de caracteres (largo y diametro de las células a lo largo del filamento
postigeno), el morfo 2 se asemeja a H. gelatinosum, porque sus células son largas hacia la
base y se van acortado hacia el apice (se conserva la proporcionalidad largo-diametro) y su
diametro aumenta de la base al &pice. Sin embargo, se observa una clara diferencia en el
tamafio de las células del morfo 2 (largo cel. basal 15-35 um, largo cel. cerca al apice 6-12
(17) um) siendo mas largas que en H. gelatinosum (largo basal 8-10 um, largo cerca al
apice 3.5-5 um). ElI Morfo 2 también podria asemejarse a H. macrocarpum, que presenta
células méas largas (12-15 um) y de mayor diametro hacia el apice que las de H.
gelatinosum, sin embargo las células basales de H. macrocarpum son ligeramente mas
anchas (10-12 pum) que las del Morfo 2 (5-10 um). El aumento en el didmetro de las células
a través del filamento y el grosor del talo también se presenta en Hapalospongidion
capitatum (didmetro basal 4-6 um, diametro cerca al apice 10-12 um), sin embargo las
células de H. capitatum mantienen su longitud o son ligeramente mas largas en el apice que
en la base del filamento (largo basal 10-18 um, largo cerca al apice 10-24 um). Los
plurangios en H. capitatum son considerablemente distintos por ser capitados y terminales
0 subterminales, lo cual no se observé en ninguno de los especimenes estudiados del Morfo
2. Por otro lado, la especie Hapalospongidion pangoensis presenta filamentos que aumenta
su didmetro hacia el apice (didmetro basal 6-8.7 um, didmetro cerca al &pice 7-11um) y
células que se mantienen igual o disminuyen ligeramente el largo de la base al apice del
filamento (largo basal 9-18 um, largo cerca al apice 10-15 um), lo cual se asemeja al Morfo
2, pero se diferencian en el grosor de su talo, el cual es mucho menor (180-225 um) al igual
que el nimero de células que conforman sus filamentos postigenos (15-20). Aunque la
relacion en el largo/diametro de las células a través de los filamentos postigenos es similar
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entre el Morfo 2 y las especies H. gelatinosum, H. capitatum y H. pangoensis, el
surgimiento en angulo agudo de los filamentos postigenos a partir de los filamentos
primigenios es una caracteristica particular del Morfo 2, que no se observa en las especies
anteriormente mencionadas (aunque es caracteristico de otras especies costrosas como
Ralfsia spp y Stragularia spp), donde los filamentos postigenos surgen en angulo

transversal a partir de los filamentos primigenios.

La especie Basispora africana también presenta un numero de células del filamento
postigeno (hasta 40 células), y didmetro cerca al &pice (8-11 um) similar al Morfo 2 (17-53
(72) células y diametro cerca al apice de 8-12um). No obstante, el didmetro de las células
basales es menor (2.5-5um) a las células del Morfo 2 (5-10 um). El surgimiento en angulo
agudo de los filamentos postigenos es una caracteristica del Morfo 2 que se muestra en el
esquema de la descripcion original de B. africana, siendo éste el Unico género gelatinoso
que exhibe este caracter, a diferencia de las descripciones originales de los géneros
Mesospora y Hapalospogidion, donde los filamentos postigenos siempre fueron descritos
surgiendo en angulo transversal a partir de los filamentos primigenios. Aunque no se
observaron uniloculares en los especimenes de los Morfos 2, se revisaron todas las costras
gelatinosas pardas registradas en la Seccion de Algas del Herbario de la Facultad de
Ciencias, UNAM (FCME), con la finalidad de encontrar estructuras reproductivas
uniloculares y asi determinar su posicion y forma de surgimiento en el filamento. Asi se
determind que el espécimen con numero de PTM 3303 present6 uniloculares terminales o
laterales hacia la parte media o apical de los filamentos postigenos, por lo cual se diferencia
de Basispora africana que presenta uniloculares surgiendo cerca a la base de los filamentos

postigenos.

Hollenberg en 1942 registr6 como Hapalospongidion gelatinosum las costras
gelatinosas provenientes del Sur de California (Carmel, Corona del Mar), Baja California
(Punta Banda) y Pacifico Tropical Mexicano (Bahia de Petatlan), considerando que su
morfologia coincidia con la especie H. gelatinosum descrita por Saunders (1899). Sin
embargo en los esquemas de su publicacion, los filamentos postigenos se observan

surgiendo en angulo agudo, lo cual difiere con los esquemas realizados por Saunders en

55



1899, donde los filamentos postigenos estan completamente transversales a los filamentos
primigenios. Esto nos hace pensar que el morfo 2 se asemeja mas al H. gelatinosum
registrado por Hollenberg (1942), el cual podria tratarse de otra especie diferente de H.
gelatinosum descrito por Saunders. Las localidades de las especies que Hollenberg examino
se encuentran cerca de las localidades donde se colectaron los especimenes de este estudio,

por lo cual podrian tratarse de la misma especie

Al igual que Hollenberg varios autores han registrado morfologias similares al Morfo 2
como Hapalospongidion gelatinosum (Leén-Alvarez, 1996; Buchanan, 2005). Sin embargo
aunque ellos muestran ilustraciones o imagenes de los filamentos postigenos surgiendo en
angulo agudo con respecto a los primigenios, no consideraron importante esta
caracteristica, discutiendo que las diferencias morfoldgicas observadas hacen parte de la

alta plasticidad fenotipica de ésta especie.

La especie Hapalospongidion durvilleae no se tuvo en cuenta para el anélisis
morfologico comparativo porque fue descrita como especie parésita de una especie de
Durvillea Bory de Saint-Vincent, con rizoides como sistema de penetracion en su
hospedero, lo cual no fue observado en ninguno de los morfos descritos. Las especies H.
thrirumullavaramenses y H. van-bosseae se diferencian de los especimenes estudiados,
porque presentan muchas capas de filamentos primigenios (9-12 y 9 células,
respectivamente), lo cual no se observd en ninguna de las muestras caracterizadas. Asi
mismo, en la descripcion original de las especies Mesospora negrosensis y H. saxigenum
no se hace referencia a la variacion en el largo y diametro de las células a lo largo del

filamento postigeno, y por tal razén no se pudieron comparar con los Morfos 1y 2.

Con la finalidad de caracterizar, comparar y relacionar la morfologia de las costras
pardas gelatinosas depositadas en el Herbario Seccion de Algas de la Facultad de Ciencias,
UNAM (FCME), se realiz6 el andlisis morfolégico de UPGMA con las todos los
especimenes distribuidos a través del PTM (Apéndice 16). A partir de éste analisis se
determind que los ejemplares registrados con numero de PTM 3562, 2849, 2850, 3253,
3256, 3233, 3271, 2818, 3240, 3303, 3272, 3293, 8983, 3989 y 4046 colectados en las
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localidades de El Tizate (Nayarit), Las Rosadas (Jalisco), Caletas de Campos (Michoacan)
y Puerto Escondido (Guerrero), presentan una morfologia similar al Morfo 2. Ninguno de
los especimenes de herbario presento caracteristicas del Morfo 1, a pesar que se tuvieron en
cuenta méas ejemplares provenientes de Puerto Escondido (Guerrero), siendo esta una de las

localidades donde se encontré el Morfo 1.

El nimero y la forma del cloroplasto junto con la presencia/ausencia de pirenoides, han
sido considerados como caracteres diagndsticos para inferir relaciones filogenéticas en las
algas pardas (Kawai, 1991; Silberfeld et al., 2011). De acuerdo con Nakamura (1972), el
Orden Ralfsiales se caracteriza por la presencia de un solo cloroplasto parietal y la ausencia
de pirenoide. Tanaka & Chihara (1982) aceptaron el Orden Ralfsiales, pero no consideraron
éstos caracteres como criterio para relacionar las familias de este orden. En este trabajo el
numero y la forma del cloroplasto asi como la presencia/ausencia de pirenoides fueron
caracteres que se intentaron determinar sin éxito, pese a que se implementaron técnicas de
tincion y diferentes tipos de iluminacion, estos caracteres no se lograron observar con
certeza. La observacion con microscopio de luz no tiene el suficiente poder de resolucién
en muestras fijadas y por lo tanto podria conllevar a errores de interpretacion, como la
confusion entre fisodes y plastidios (Ledn-Alvarez, 1996; Rull Lluch, 2002). Para poder
determinar el nimero de cloroplastos y la presencia/ausencia de pirenoides, y su relacién
filogenética, se debe utilizar la microscopia electronica de transmision que permita
identificar certeramente la composicion ultraestructural de los organelos celulares. Aln asi,
los resultados obtenidos no serian comparables, dado que ninguno de los autores

mencionados anteriormente ha utilizado éstas técnicas de microscopia.
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Tabla 7. Comparacién morfolégica de los Morfo 1 y 2 con especies g

elatinosas ya descritas

Hapalospongidion | Mesospora schmidtii zi's,i'zg?];a Hapalospongdion Hapzﬁgszgﬂgilglon Hapalospongidion Mesospora elongata
Morfo 1 Morfo 2 gelatinosum (Weber-van Bosse, (John & Lawson gelatinosum (Setchpell)gHollenber capitatum (Poonp etal 2(?13)
(Saunders, 1899) 1911) ' (Hollemberg, 1942) g (Womersley, 1987) 9 N
1974) 1942)
200-380
| GROSOR* (-160) pm 300-920 (1100) um 250-750 um - - Hasta 750pum 18-225 pm 500 - 700 um -
2.NUMCAPFILPRI 2-3 2-4 2 1-4 3 0mas 2 2-3 2-3 -
3.FORMCELFILPRI Irregulares Irregulares - - - - - - -
4.LARCELFILPRI | 6-17 (-20) pum 10-30 (-5) um - - - - 7.2-22 um - -
5.DIACELFILPRI 3-7 um 4-10 pm - - - - 5-10 um - -
6.NUMCELFILPOS* 20-51 17-53 (72) - 10-19 Hasta 40 - 15-20 40-60 11-29
7.LARFILPOST 175-330 pm | 275-910 (1050) um - - - - . . .
8.FORFILPOST Rectos Curvos - - - - - - -
9.DISPOFILPOS* tr;r;?/léll'gal Angulo agudo Angulo transversal | Angulo transversal Angulo agudo Angulo agudo - Angulo transversal | Angulo transversal
10.UNIONFILAM Si No - - - - - - -
11.NUMCELUNID 0-6 (-10) 0 - - - - - - -
12.0RDENRAMIF Ramtglsc;’ilcmn No ramifica No ramifica No ramifica - - - No ramifica No ramifica
13.FORCELBAS Doliformes Cilindricas - - - - - - -
14.LARCELBAS* 6-8 (-10) um 15-35 (-10) um 8-10 uym 7.2-14.8 (-17.7) um - - 9-18 pym 10-18 pm 6.3-15.9 (-23.7) um
15.DIACELBAS* 5-8 um 5-10 um 4-5 um 2.8-6.8 (-10) pm 2.5-5 um 4-5 um 6-8.7 um 4-6 um 2.5-6.0 (-9.2) pm
16.FORCELCERAPI Doliformes Cilindricas - - - - - - -
17.LARCELCERAP* 5-9 um (-3) 6-10 (17) pm 3.5-5 pm - - - 10-15 um 10-24 um -
18.DIACELCERAPI* 4-7 um 6-10 (12) um 7-10 pm - 8-11 ym 7-10 pm 7-11 pm 3-4 um -
19.FORCELAPI Irregulares Irregulares - - - - - - -
20.LARCELAPI* 6-14 pm 7-15 (-20) um - 5.7 -10.7 (13.2) um - - - - 5.8-10.7 (17.1) pm
21.DIACELAPI* 4-8 um 7-12 (-14) pm - 4.3-8.8 (11.2) pm - - - 10-12 pm 3.4-7.9(13.2) um
. - Aumenta hacia el . - Aumenta hacia el n A Aumenta hacia el Aumenta hacia el
22.DIAMFILPOS* Constante Aumenta hacia el apice apice Aumenta hacia el apice - apice Aumenta hacia el apice apice apice
23.LARCELFILPOS* CAIEGEEE | BRI, CD e eI Disminuye Disminuye - - Disminuye Disminuye Disminuye

base al apice

casos la célula apical es
mas larga

1. GROSOR: Grosor del talo. 2. NUMCAPFILPRI: Namero de capas del filamento primigenio. 3. FORMCELFILPRI: Forma de las células de los filamentos primigenios. 4. LARCELFILPRI: Largo de

as células del filamento primigenio. 5. DIACELFILPRI: Didmetro de las células del

filamento primigenio. 6. NUMCELFILPOS: Ntmero de células del filamento postigeno. 7. LARFILPOST: Largo del filamento postigeno. 8. FORFILPOST: Forma de los filamentos postigenos. 9. DISPOFILPOS: Disposicién de los filamentos postigenos. 10. UNIONFILAM: Unién de
los filamentos postigenos. 11. NUMCELUNID: Numero de células unidas entre si. 12. ORDENRAMIF: Orden de ramificacién. 13. FORCELBAS: Forma de las células basales. 14. LARCELBAS: Largo de las células basales. 15. DIACELBAS: Diametro de las células basales. 16.
FORCELCERAPI: Forma de las células cercanas al dpice. 17. LARCELCERAPI: Largo de las células cercanas al dpice. 18. DIACELCERAPI: Diametro de las células cercanas al apice. 19. FORCELAPI: Forma de las células apicales. 20. LARCELAPI: Largo de las células apicales. 21.
DIACELAPI: Didmetro de las células apicales. 22. DIAMFILPOS: Diametro de los filamentos postigenos. 23. LARCELFILPOST: Largo de las células del filamento postigeno.

*Los colores representan los caracteres de importancia taxonémica para distinguir entre especies.
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8.2 Divergencia nucleotidica

Los valores de divergencia intergenéricos e intragenéricos obtenidos con matriz rbcL_1 y
Cox1 fueron comparables con los valores registrados por otros autores en estudios realizados
dentro del Orden Ralfsiales (Le6n-Alvarez et al, 2014a; Ledn-Alvarez et al, 2014b; Poong et al,
2013; Poong et al, 2014). Sin embargo los valores de divergencia intergenéricos e intragenéricos

obtenidos con matriz rbcL_2 variaron considerablemente con respecto a los estudios previos.

Poong et al., (2013) registraron valores de divergencia interespecifica del gen rbcL de 7.74%
y 8.66% para Mesospora schmidtii y M. elongata. Estos valores de divergencia son altos
comparado con los valores de divergencia interespecifica entre N. expansa y N. hancockii que
oscilaron entre 3.7 y 5.4% y el valor de divergencia interespecifica de Ralfsia fungiformis y R.
verrucosa que fue de 4.9%. Del mismo modo la divergencia intergenérica entre R. fungiformis y
Analipus japonicus es menor (5.8 y 6.1%) a la divergencia interespecifica registrada para las
especies del género Mesospora. Los valores de divergencia interespecifica del Morfo 1 y Morfo 2
oscilaron entre 12.6 y 13.3%, lo cual es un porcentaje alto comparado con la divergencia
interespecifica de Mesospora registrada por Poong et al (2013) y los valores de divergencia de la
matriz rbcL_2 (9.7 y 11.1%) para este mismo género.

De acuerdo con Poong et al., (2013) la divergencia intraespecifica en Mesospora schmidtii oscilé
entre 0.45y 1.42% y en M. elongata no hubo divergencia (0%). Las especie N. hancockii al igual
que la especie M. elongata no presentd divergencia intraespecifica y la especie N. expansa
(México) divergi6 intraespecificamente entre 1.2 y 2.9%. La divergencia de R. fungiformis fue de
0.6%. Los valores de divergencia intraespecifica del Morfo 1 oscilaron entre 0.1y 0.8% y en el
Morfo 2 entre 0y 1.7 %, lo cual evidencia mayor divergencia en el Morfo 2, siendo comparable
con la registrada para la especie M. schmidtii (0.45y 1.42%).

Al comparar la divergencia nucleotidica interespecifica de los Morfos 1 y 2 con especies
representantes del Orden Ishigeales’ G. Y. Cho & Boo (2004), se observa que la divergencia
entre Ishige okamurae Yendo y I. sinicola (Setchell & N.L.Gardner) Chihara, oscil6 entre 6.77 y

7.10%, siendo éste valor menor al observado entre el Morfo 1 y el Morfo 2 (12.6 y 13.3%).

2 Orden establecido bajo parametros moleculares, separado del Orden Ectocarpales.
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Respecto a la divergencia nucleotidica intraespecifica en 1. okamurae (0.51%) e I. sinicola

(0.15%), son menores a las observadas en los Morfo 1y 2 (0.8 y 1.7%, respectivamente).

El analisis de divergencia para el gen Cox1 se vio limitado por el escaso nimero de secuencias
disponibles en el GenBank para este gen. Respecto a la divergencia interespecifica observada
entre Mesospora schmidtii y M. elongata los valores oscilaron entre 19.5 y 21.6%. Entre el Morfo
1 y el Morfo 2 estos valores oscilaron entre 22.1 y 22.3%. Sin embargo la divergencia
intergenérica entre Ralfsia fungiformis y Analipus japonicus (20%) es menor a la divergencia
interespecifica de las especies de Mesospora y los Morfos 1 y 2. La divergencia intraespecifica
obsevada en M. elongata (0 y 0.3%) fue comparable a la divergencia intraespecifica del Morfo 1
(0 y 0.16%), pero la divergencia observada en M. schmidtii (7.1 y 12.9%) fue més alta que la
observada en el Morfo 2 (0.6 y 2.9%).

8.3. Analisis filogenéticos

Las matrices del gen rbcL y Cox1 fueron analizadas por tres metodos (MP, MV, IB) con
fundamentos distintos (Holder & Lewis, 2003), con el fin de comparar las hipétesis filogenéticas
moleculares de cada uno de ellos y relacionar los tres resultados obtenidos. Las topologias

obtenidas en cada uno de los tres andlisis fueron idénticas, lo cual dio robustez a los resultados.

Aungue la matriz rbcL_2 estuvo conformada por secuencias mas cortas que representaba sélo
el 50% del gen, el nimero de arboles mas parsimoniosos (864 arboles), el porcentaje de
caracteres informativos para parsimonia (31.0%) y el indice de Consistencia (0.433), fueron
similares a los datos obtenidos en la matriz completa de rbcL_1 (1389 arboles, 29.8% de
caracteres informativos para parsimonia y 1C=0.452). Por lo tanto, se puede considerar que la
informacion que brind6 la topologia obtenida con esta matriz, a pesar de su tamafio, es valida y

robusta (Figura 8).

Diferentes autores han sefialado que las hipdtesis filogenéticas generadas a partir de
secuencias de rbcL brindan suficiente informacion a nivel supragenérico y especifico, por lo cual
este gen ha sido utilizado con éxito para inferir relaciones filogenéticas en las algas pardas a
diferentes niveles taxonomicos (Draisma et al., 2001; Lim et al., 2007; Poong et al., 2013 y

2014). En el presente trabajo, las ramas internas que sostienen los principales clados
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monofiléticos en el cladograma obtenido a partir del gen rbcL (Figura 7 y 8), presentaron valores
de bootstrap bajos para los analisis de Méaxima Parsimonia y Maxima Verosimilitud (entre 50 y
89). Se puede inferir que esto se debe al escaso muestreo y/o alto grado de homoplasia entre las
especies del Orden Ralfsiales. Lo primero hace referencia al limitado conocimiento que se tiene
de este grupo y lo segundo se infiere de los resultados obtenidos a partir del indice de Correlacion
(IC) e indice de Retencion (IR) en el analisis de parsimonia. El indice de Consistencia permite
estimar la cantidad de sinapormorfia y el grado de homoplasia en el cladograma. Los valores de
IC para la matriz rbcL_1 y rbcL_2 fueron 0.4528 y 0.4329, respectivamente. Valores iguales a 1
indican ausencia de homoplasia (Morrone J., 2014), pero como se observa en los resultados
obtenidos éstos valores estuvieron alrededor de 0.5, evidenciando un grado medio de homoplasia.
El indice de Retencion cuantifica la homoplasia observada en un caracter en funcion de la
homoplasia posible. Los valores obtenidos en las matrices rbcL_1 y rbcL_2 fueron de 0.7991 y
0.8191, respectivamente. Se considera que los valores altos (1) en el IR indican que los cambios
ocurren predominantemente en los nodos internos y los valores bajos (0) se dan cuando los
cambios estan concentrados en ramas pertenecientes a taxa terminales (Agudelo Molina et. al.,
2011). Teniendo en cuenta lo anterior, se puede decir que las especies del Orden Ralfsiales
presentan una cantidad significativa de homoplasias y esto puede verse reflejado en la
convergencia adaptativa a ambientes similares de las especies costrosas (Leon-Alvarez, 1996). La
dificultad para establecer una hipdtesis filogenética robusta es un problema que ha sido
evidenciado al interior de las feofitas y que se conoce con el nombre de “Brown algal crown
radiation”, donde las relaciones filogenéticas de varias ramas internas aun no ha sido resuelta del

todo, debido a su acelerada cladogénesis (Silberfeld et al., 2010) y/o ausencia de informacion.

A pesar de lo anteriormente mencionado la hipétesis filogenética que proporciono el gen rbcL al
interior del Orden Ralfsiales, mostré una clara resolucién para los especimenes de este estudio,
los cuales se reunieron en un clado independiente bien soportado (Clado I1I) (Figura 7 y 8). Este
andlisis permitié ademas reconocer tres grandes grupos monofiléticos correspondientes a las
familias Mesosporaceae (Clado 1), Neoralfsiaceae (Clado Il) y Ralfsiaceae (Clado V), en clados
separados y soportados por valores de bootstrap y probabilidad posterior altos. El nivel de
divergencia entre el Clado Il (que reunid a las costras gelatinosas) y los clados de las familias ya
descritas fue equivalente, por lo cual se puede considerar como un taxén independiente a nivel de

familia, en cuyo caso corresponderia a una nueva familia ain no descrita.
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El andlisis molecular para el gen Cox1 estuvo restringido por la carencia de secuencias
disponibles en la base de datos de GenBank. Debido a esto solo se tuvieron representantes de las
familias Mesosporaceae y Ralfsiaceae, pero al igual que en el andlisis del gen rbcL, en las
topologias resultantes con los tres analisis (MP, MV, IB) se pudo observar la agrupacion de los
especimenes estudiados en un clado bien soportado (Figura 9). La variabilidad genética de este
gen ha permitido su utilizacion como marcador molecular para el cdédigo de barras, lo cual
permite la identificacion a nivel de especie (Hebert et al., 2003; Poong et. al., 2014). La alta
divergencia nucleotidica interespecifica del gen Cox1 (22%) presente entre el Morfo 1 y Morfo 2,
permite establecer que son géneros monoespecificos diferentes dentro de una nueva familia. La
informacion brindada en los anélisis de genes concatenados (rbcL-Cox1), proporcioné mejores
resultados en cuanto a los valores de bootstrap y probabilidad posterior para las demas familias

(Figura 10 y 11), lo cual robustece los resultados obtenidos con los genes por separado.

La caracterizacion morfologica también respaldd la hipotesis filogenética molecular y
permitié diferenciar y separar las especies de este grupo de las demés especies gelatinosas (Tabla
7). La presencia de filamentos postigenos libres surgiendo en angulo agudo o transversal a partir
de los filamentos primigenios, es una caracteristica que diferencia a la nueva familia propuesta de
la familia Mesosporaceae, la cual presentan filamentos postigenos libres surgiendo en angulo
trasversal. Por otro lado los filamentos postigenos de las familias Ralfsiaceae y Neoralfsiaceae
surgen en angulo agudo a partir de los primigenios y se encuentran unidos formando un
pseudoparénquima (no libres). Informacion sobre la historia de vida y el contenido
ultraestructural de la célula, podria brindar informacion valiosa para conocer mejor y diferenciar

con mas caracteres la nueva familia propuesta de las deméas familias del Orden.

A partir de lo anteriormente discutido se puede afirmar que las costras pardas gelatinosas del
Pacifico Tropical Mexicano comparten caracteres morfologicos con las familias del Orden
Ralfsiales, pero molecularmente se encuentran en un taxén independiente. Este grupo a su vez

esta conformado por dos géneros monoespecificos diferenciados morfolégicamente.

64



9. CONCLUSIONES

v De acuerdo a la evidencia morfol6gica y molecular obtenida en el presente trabajo, las algas
costrosas pardas gelatinosas distribuidas en el Pacifico tropical mexicano son monofiléticas.
Los valores de divergencia nucleotidica, bootstrap y probabilidad posterior, obtenidos en los
analisis de Méaxima Parsimonia, Maxima \Verosimilitud e Inferencia Bayesiana, son robustos,

lo que permite inferir que este clado corresponde a un taxén independiente a nivel de familia.

v" El grupo monofilético de las costras pardas presenta dos morfologias distinguibles (Morfo 1 y

Morfo2), que corresponden a dos géneros monoespecificos dentro de la nueva familia.

v’ Las diferencias morfoldgicas entre el Morfo 1 y el Morfo 2 estan basadas principalmente en
tres caracteres morfoldgicos: grosor del talo, angulo de surgimiento de los filamentos
postigenos a partir de los filamentos primigenios (agudo o recto), y longitud/diametro de las

células a lo largo del filamento postigeno (constante, aumenta o disminuye).
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11. APENDICES

Apéndice 1. Formato para la caracterizacion morfologica de las algas cosas pardas

gelatinosas.

Caracteristicas empleadas en la descripcion de unidades
meristicas de feofitas costrosas del Pacifico Tropical Mexicano.

#. NUMDESCRIP

#. NUMUESTRA #. NUMANTERIO
Referencia

Localidad

#_.FECHAMUEST Preparacion# Foto

Ambiente general
Ambiente particular
#. GENERO #. ESPECIE

#. AUTORIDAD #_AUTORDESCR (de la descripcion)/
#. <COLORHUMED>/ en humedo/

#. <COLORSECO>/ en seco/

Los caracteres en color rojo fueron invariables en los
especimenes estudiados y en negrita se resalta el estado de
caracter presente.

Los caracteres en color azul fueron variables en los especimenes
estudiado y Qla codificacion de la matriz utilizada para el
analisis morfoldgico corresponde con la numeraciéon de los estados
de caracter.

Los caracteres en color negro no fueron observados en los
especimenes estudiados.

FORMA DE MANIFESTACION

Superficie del talo <FORMSUPERF>/
RU rugosa

L1 lisa

. AF afelpada

. AP aplanad

. CO coriacea en apariencia
IR irregular

ar~rwWNEFO

Textura (al ser restregada entre los dedos) <TEXTURA>
. SU suave

. AS aspera

. GE gelatinosa

RE resbalosa al restregarse entre los dedos

WNEFO
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Adherencia al sustrato <ADHERENCIA>/
0. TO total incluido el margen
1. SC parcial solo en el centro
2. SM parcial sélo en el margen

Consistencia (integridad de la costra) <CONSISTENC>
0. (MI) Se mantiene iIntegra al ser desprendida del sustrato y
restregarse entre los dedos
1. (DE) Se desintegra al ser desprendida del sustrato
2. (PE) Se separa en pedazos al ser desprendida del sustrato
pero se desintegra al restregarse entre los dedos

Forma de los I6bulos <LOBULOFORM>
0. PL sin lobulaciones <planas>
1. LS I6bulos someros
2. LM I6bulos muy marcados
3. LT I6bulos traslapados

Presencia de Ilineas de crecimiento (en vista superficial)
<PRESLINCRE >

1. St lineas de crecimiento evidentes
2. No presenta lineas de crecimiento evidente

FORMA DE ORGANIZACION DEL TALO

Caracteres vegetativos

1. Grosor de la parte vegetativa del talo <GROSOR: rango>
um de grosor

1-400 um
401-550 um
551-700 um
701- < um

WNPFPOPR

2. Pelos hialinos <presencia y agrupamento: <PRESPELHIA>
0. S presentes
1. N ausentes

Agrupamiento de los pelos hialinos <AGRUPAMIEN>
0. SO solos 1. GR en grupos

Distribucion de pelos hialinos <DISTRPELHI>
O. TT distribuidos por todo el talo
PT restringidos a ciertas partes del talo
HE en hendiduras <pozos>
NH no en hendiduras
IR irregularmente distribuidos en el talo

A WNPE
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Origen y posicion de los pelos hialinos <POSPELHIAL>
0. PB surgiendo de los filamentos primigenios
1. PM originandose a medio grosor del talo <de los filamentos
postigenos>

2. PA originandose en la superficie del talo <del apice de
los filamentos postigenos>

Rizoides <presencia: PRESRIZOID>
0. S presentes
1. N ausentes

En un corte longitudinal-radial los filamentos se disponen en
simetria<SIMETRIA>
O. UN unilateral (filamentos primigenios en posicion ventral
y dispuestos paralelamente al sustrato, filamentos postigenos
hacia la posicion dorsal)
1. Bl bilateral (filamentos primigenios en el eje de simetria

de los filamentos postigenos que estan dispuestos
dorsoventralmente)

2. BP bilateral con poco desarrollo ventral.

FILAMENTOS POSTIGENOS

Filamentos postigenos vegetativos <GELFILPOST>
0. EG envueltos en una matriz gelatinosa
1. NG no envueltos en una matriz gelatinosa

3. Disposicion de los filamentos postigenos <DISPOFIIPOS>

0. AG surgiendo en angulos agudos vrespecto a los
primigenios

1. TR surgiendo transversalmente respecto a los primigenios

4. Forma <FORFILPOST>
0. RE rectos.
1. CU curvos.
2. TO tortuosos.
3. CR crespos.

5. Largo de los filamentos postigenos <LARFILPOST>

1. um de largo
1-380 um

381-530 um
531-680 um
681-880 um

WNEFO
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6.

Uniformidad en el diametro de los filamentos postigenos

~ <DIAMFILPOS>

7.

0. DA disminuye hacia el apice
1. UT es uniforme en toda su longitud
2. AA aumenta hacia el apice

Uniformidad en el largo de las células de los filamentos

"~ postigenos <LARCELFILPOST>

8.

9.

0. Disminuye de base al apice
1. Aumenta o se mantiene constante de la base al apice

Unidn filamentos postigenos <UNIONFILAM>
0. SB unidos entre si s6lo en la parte basal del talo
1. SA unidos entre si s6lo en la base y en los apices
2. LJ laxamente unidos entre si en toda su longitud
3. EJ estrechamente unidos en toda su longitud

Numero de células que se adhieren entre los filamentos

~ <NUMCELUNID>

12.

células

TENE T
AP WNEFO

Numero de las células <NUMCELFILPOS>
1. células

0= 1-10

1= 11-20

2= 21-30

3=31-40

4=41-50

5=51-60

Orden de ramificacion <ORDENRAMIF>
0. No ramifica

1. Uno

2. Dos

3. Tres o mas

Forma de las células en la parte basal de los filamentos

postigenos

<FORCELBAS>

0. BA doliformes <en forma de barril>/

1. CI cilindricas 2. IR irregulares en forma

3. LA lanceoladas 1. CU cubicas 4. EL elipsoidales
5. FU fusiformes 6. SF subesféricas 7. MO moniliformes
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Relacion largo/diametro de las células en la parte basal de los
filamentos postigenos (dos-tres células por encima de los
filamentos primigenios) <RELCELBAS>

Tamafo:

13. Largo (um)

14. Diametro(um)

15. Largo/Diametro

Largo Diametro R. L/D
0= 1-10 um 0= 5um 0= 1.0-2.0
1= 11-20 um 1= 6um 1= 2.1-3.0
2= 21-30 um 2= 7um 2= 3.1-4.0
3= 31- (.) 3= 8um

4= >8um

16. Forma de las células cercanas al &4pice de los filamentos

postigenos <FORCELCERAPI>
0. BA doliiformes<en forma de barril>/

1. CI cilindricas/ 2. IR 1rregulares en forma/
3. CU cubicas/ 4. LA lanceoladas/

5. EL elipsoidales/ 6. FU fusiformes/

7. SF subesféricas/ 8. MO moniliformes/

Pared celular <GROSPARCEL>/
1. DE delgadas <menos de un tercio el diametro de la célula>/
2. GR gruesas <igual o mas de un tercio el diadmetro de la
célula>

Relacion Largo/Diametro células cercanas al apice <RELCELCERAPI>
Tamafio:

17. Largo (um)

18. Diametro (um)

19. Largo/Diametro

Largo Didmetro R. L/D
0= 5-6 um 0= 6-7um 0= 0.1-0.99
1= 7-8 um 1= 8-9um 1= 1.0-1.29
2= 9-10 um 2= 10-11um 2= 1.3-1.59
3= 11-12 um 3= >=12um 3= >=1.60
4= >=13um
Forma de las células apicales <FORCELAPI>
1. BA doliformes <en forma de barril>
2. CU cubicas 3. CI cilindricas 4. LA lanceoladas
5. EL elipsoidales 6. FU fusiforme 7. SF subesféricas

8. GL Globosa 10. DO en forma de domo
11. IR irregulares en forma
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Relacion del largo/diametro de las células apicales <RELCELAPI>

Tamano:
20. Largo (um)

21. Diametro (um)
22. Largo/Diametro

Largo Diametro R. L/D

0= <9um 0= 5-6um 0= 0.1-0.99
1= 10-11um 1= 9 um 1= 1.0-1.29
2= 12-13um 2= 11um 2= 1.3-

3= >=14um

FILAMENTOS PRIMIGENIOS

23. Filamentos primigenios <CONSFILPRI>
0. CN en capas nitidas
1. NC no en capas evidentes

24. Numero de capas de Ffilamentos primigenios <NUMCAPFILPRI>

1.
0= 2
1=3
2=4
Forma de las células <FORMCELFILPRI>

0. CI cilindricas 1. IR irregulares en forma

2. BA doliiformes 3. CU cubicas

4. LA lanceoladas 5. EL elipsoidal 6. FU fusiforme

25. Relacion largo/diametro de las células <RELCELFILPRI>

Tamano:

26. Largo (um)

27. Diametro (um)

28. Largo/Diametro

Largo Diametro R. L/D
= 4um 0= 8-11um 0= 0.2-0.4
= Sum 1= 12-14um 1= 0.41-0.6
= 6um 2= 15-17um 2= >0.61..
= 7um 3= 18-20um
= 8um
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Caracteres reproductivos

Uniloculares y pluriloculares presentes <UNANPLURJU>
0. S en el mismo talo
1. N en talos separados

PLURILOCULARES Y ESTRUCTURAS ASOCIADAS.

29_ Pluriloculares <PRESPLURAN>
0. S presentes
1. N ausentes

Presencia de capa mucilaginosa <GELATPLURA>
0. S cubiertos por una matriz gelatinosa
1. N no cubiertos por una matriz gelatinosa

Estado de madures de los plurangios <EDODESPLUR>
0. PR en estado de primordios 1. JU juveniles
2. MA maduros

Lugar de insercién <INSERPLURA>

0. IN intercalarmente en los filamentos postigenos
reproductivos, por debajo de células estériles terminales <no
lateralmente

1. IL lateralmente <intercalados> en los filamentos postigenos
reproductivos

2. TE terminalmente en los filamentos postigenos reproductivos
<no lateralmente a parafisis

3. TL terminalmente en los filamentos postigenos reproductivos
pero lateralmente a las parafisis

Numero de plurangios por filamento sustentante <NUMPLURFIL>
1.

Forma de los plurangios <FORMAPLURA>
0. ES esbeltos 1. MO moniliformes 2. Cl cilindricos
3. CL claviformes 4. IR irregulares en forma

Largo de los plurangios <LARGOPLURA>
1. um

Didmetro de los plurangios <DIAMPLURAN>
1. um

Numero de series de células por plurangio <NUMSERIEPL>
1.
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Forma de

las células <FORMCELPLU>

0. BA de barril 1. CU culbica
2. CI cilindrica 3. LA lanceolada 4. EL elipsoidal
5. SF subesférica 6. OB obovoide 7. OV ovoide
8. FU fusiforme 9. IR 1rregular
Células estériles terminales <PRESCELEST>
1. S presentes 2. N ausentes
Numero de células terminales <NUCELESTER>
1.
Forma de las células terminales <FORMCELEST>
0. BA de barril 1. CU culbica 2. CI cilindrica
3. LA lanceolada 4. EL elipsoidal 5. SF subesférica
6. OB obovoide 7. OV ovoide 8. FU fusiforme
9. DO de domo 10. IR irregular
Relacion largo/diametro de las células terminales <RELCELESTE>
Tamafio: rango
Largo (um)
Diametro (um)
Largo/Diametr

O

UNILOCULARES Y ESTRUCTURAS ASOCIADAS.

Unilocul
0.
1.

ares <PRESUNANGI>
S presentes
N ausentes

Estado de madurez <EDODESUNAN>

0.
1.
2.

Capa que

PR en estado deprimordios
JU juveniles
MA maduros

los cubre <GELATUNANG>

0. S cubiertos por una capa gelatinosa
1. N no cubiertos por una capa gelatinosa

Surgiendo <POSUNANTAL>

. BA cerca de los filamentos primigenios
. ME a nivel de medio peritalo

. SB subsuperficialmente

. SS sobre la superficie del talo

de los filamentos circundantes <POSFILCIRC>
LA lateralmente a filamentos circundantes

. NL sin filamentos laterales o basales que los circunden
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Diferenciacion <DIFMORFCIR>
0. DM diferenciados morfolégicamente de los TfTilamentos
reproductivos (parafisis)
1. ND no diferenciados morfoldgicamente de Hlos Tfilamentos
reproductivos

Filamentos reproductivos <PRESPEDIUN>
0. S diferenciados morfoldogicamente de los Tfilamentos
postigenos vegetativos
1. N no diferenciado morfoldogicamente de los filamentos
postigenos vegetativos

Insertados <INSERUNILOC>
O.LA de forma lateral en 1los filamentos reproductivos
<siempre sésil>
1.IN intercalar <no lateralmente> en los filamentos
reproductivos
2.TE terminalmente en Qlos fTilamentos reproductivos <o
pedicelos>

Dispuestos <DISPOUNANG>
0. CA en cadena 1. NC no en cadena

Forma de los uniloculares <FORMUNANGI>
0. OB obovoides 1. OV ovoides 2. SF subesfTéricos
3. CL claviformes 4. EL elipsoidales 5. FU fusiformes
6. SV ubclaviformes

Relacion largo/diametro <LARGOUNILOC>

Tamafio: rango
Largo (um)
Diametro (um)
Largo/Diametro

Proliferaciones laterales basales <PROLIFLAUN>
0. S presentes 1. N ausentes

Filamento unangial con pedicel<PEDICEL>
0. S presentes
1. N ausentes

Niumero de células del filamento unilocular (o pedicelo)
<NUMCELPEDI>
1. células
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Diametro del filamento <DIAMCELPED>
1. um de diametro

Forma de la parafisis <FORMPARAFI>
0. ES esbeltas 1. MO moniliformes
2. CI cilindricas 3. CL claviformes
4_ IR irregulares en forma

Largo de la parafisis <LARGPARAFI>
1. um de largo

Numero de células de laparafisis <NUMCELPARA>
1. células

Forma de las células basales de las parafisis <FORCELPARB>

0. BA doliiformes 1. CU cubicas 2. Cl cilindricas
3. LA lanceoladas 4. EL elipsoidales 5. SF subesféricas
6. OB obovoides 7. OV ovoides 8. FU fusiformes

9. IR i1rregulares en forma

Relacion largo/diametro de las células basales de la parafisis
<RELCELPARB>
Tamafio: rango
Largo (um)
Diametro (um)
Largo/Diametro

Forma de las células apicales de las parafisis <FORCELPARA>

0. BA en fTorma de barril 1. CU culbicas 2. ClI
cilindricas

3. LA lanceoladas 4. EL elipsoidales 5. SF
subesféricas

6. OB obovoides 7. OV ovoides 8. FU
fusiformes

9. IR 1rregulares en forma

Relacion largo/diametro de las células apicales de la parafisis
<RELCELPARB>
Tamafio: rango

Largo (um)
Diametro (um)
Largo/Diametro
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FORMA DE CRECIMIENTO

30. Crecimiento sobre el sustrato <CRECIMIENT>
0. Formando manchas reticuladas.
1. Formando manchas aisladas con margen nitido.
2. Formando manchas continuas sin traslape.
3. Formando manchas continuas sin margen nitido.
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Apéndice 2. Matriz mofologica (16X30).

La codificacion de la matriz esta de acuerdo con el formato de caracterizacion morfologica (Apéndice 1).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GROSOR PRESPELHIA DISPOFILPOS FORFILPOST LARFILPOST DIAMFILPOS LARCELFILPOS UNIONFILAM  NUMCELUNID NUMCELFILPOS

1 UM10 0 0 ? ? 0 0 ? ? ? 0
2 VRS 2 0 0 0 2 2 0 0 0 2
3 VR6H 0 0 0 0 0 2 0 0 0 1
4 VR20H 3 0 0 0 3 2 0 1 0 4
5 VR 30H 3 1 0 0 3 2 0 1 0 4
6 VR 33 0 1 1 1 0 1 1 0 4 2
7 VR 35 0 1 1 1 0 1 1 0 3 1
8 VR 38 2 1 0 0 2 2 0 0 2 2
9 VR 39 0 1 1 1 0 1 1 0 0 3
10 VR 40 1 1 0 0 1 2 0 0 0 1
11 VR41 1 0 0 0 1 2 0 0 1 3
12 VR 42 1 0 0 0 1 2 0 0 2 1
13 VR 43 2 1 0 0 2 2 0 0 0 3
14 VR 44 1 1 0 0 1 2 0 0 0 3
15 VR 85 2 1 0 0 2 2 0 0 0 2
16 Hpn 0 1 1 1 0 1 1 0 0 2

CONSFILPRI: Consistencia de los filamentos primigenios. CRECIMIENT: Forma de crecimiento. DIACELAPI: Didmetro de las células apicales. DIACELBAS: Diametro de las células
basales. DIACELCERAPI: Didmetro de las células cercanas al apice. DIACELFILPRI: Diametro de las células del filamento primigenio. DIAMFILPOS: Diametro de los filamentos
postigenos. DISPOFILPQOS: Disposicion de los filamentos postigenos. FORCELAPI: Forma de las células apicales. FORCELBAS: Forma de las células basales. FORCELCERAPI: Forma
de las células cercanas al dpice. FORFILPOST: Forma de los filamentos postigenos. FORMCELFILPRI: Forma de las células de los filamentos primigenios. GROSOR: Grosor del talo.
LARCELAPI: Largo de las células apicales. LARCELBAS: Largo de las células basales. LARCELCERAPI: Largo de las células cercanas al apice. LARCELFILPRI: Largo de las células
del filamento primigenio. LARCELFILPOST: Largo de las células del filamento postigeno. LARFILPOST: Largo del filamento postigeno. NUMCAPFILPRI: Numero de capas del
filamento primigenio. NUMCELFILPOS: Numero de células del filamento postigeno. NUMCELUNID: Nimero de células unidas entre si. ORDENRAMIF: Orden de ramificacion.
PRESPELHIA: Presencia de pelos hialinos. PRESPLURAN: Presencia de plurangios. RELCELAPI: Relaciéon largo/diametro de las células apicales. RELCELBAS: Relacion
largo/didmetro de las células basales. RELCELCERAPI: Relacion largo/didmetro de las células cercanas al apice. RELCELFILPRI: Relacion largo/diametro de las células de los
filamentos primigenios. UNIONFILAM: Unio6n de los filamentos postigenos.
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Apéndice 2. Matriz mofologica (16X30) (Continuacion)

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

ORDENRAMIF FORCELBAS LARCELBAS DIACELBAS RELCELBAS FORCELCERAPI LARCELCERAPI DIACELCERAPI RELCELCERAPI LARCELAPI

1 UM10 ? ? 0 0 1 ? 0 0 0 0
2 VR5 0 1 1 2 2 0 1 2 1 1
3 VR 6H 0 1 2 4 2 0 1 2 2 2
4 VR20H 0 1 2 2 1 2 1 2 2 1
5 VR30H 1 1 2 2 2 2 2 2 3 2
6 VR 33 1 0 3 3 0 1 2 3 1 1
7 VR 35 1 0 3 3 0 1 2 3 2 0
8 VR 38 1 1 2 1 1 0 1 2 2 3
9 VR 39 0 0 3 3 0 1 2 3 1 1
10 VR 40 1 1 2 2 1 0 1 2 1 3
11 VR41 0 1 1 1 2 0 1 1 3 2
12 VR 42 1 1 1 1 2 0 1 1 2 2
13 VR 43 1 1 1 2 2 2 1 2 1 2
14 VR 44 1 1 2 2 1 2 2 2 2 1
15 VR 85 1 1 1 1 2 2 2 1 3 1
16 Hpn 1 0 3 3 0 1 2 3 1 0

CONSFILPRI: Consistencia de los filamentos primigenios. CRECIMIENT: Forma de crecimiento. DIACELAPI: Diametro de las células apicales. DIACELBAS: Diametro de las células
basales. DIACELCERAPI: Didmetro de las células cercanas al apice. DIACELFILPRI: Diametro de las células del filamento primigenio. DIAMFILPOS: Diametro de los filamentos
postigenos. DISPOFILPQOS: Disposicion de los filamentos postigenos. FORCELAPI: Forma de las células apicales. FORCELBAS: Forma de las células basales. FORCELCERAPI: Forma
de las células cercanas al dpice. FORFILPOST: Forma de los filamentos postigenos. FORMCELFILPRI: Forma de las células de los filamentos primigenios. GROSOR: Grosor del talo.
LARCELAPI: Largo de las células apicales. LARCELBAS: Largo de las células basales. LARCELCERAPI: Largo de las células cercanas al apice. LARCELFILPRI: Largo de las células
del filamento primigenio. LARFILPOST: Largo del filamento postigeno. NUMCAPFILPRI: NUmero de capas del filamento primigenio. NUMCELFILPOS: NUmero de células del
filamento postigeno. NUMCELUNID: Numero de células unidas entre si. ORDENRAMIF: Orden de ramificacion. PRESPELHIA: Presencia de pelos hialinos. PRESPLURAN: Presencia
de plurangios. RELCELAPI: Relacion largo/didametro de las células apicales. RELCELBAS: Relacién largo/didmetro de las células basales. RELCELCERAPI: Relacidon largo/didmetro de
las células cercanas al apice. RELCELFILPRI: Relacion largo/diametro de las células de los filamentos primigenios. UNIONFILAM: Unidn de los filamentos postigenos.
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Apéndice 2. Matriz mofologica (16X30) (Continuacion)

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
DIACELAPI RELCELAPI CONSFILPRI NUMCAPFILPRI FORMCELFILPRI LARCELFILPRI DIACELFILPRI RELCELFILPRI PRESPLURILOC CRECIMIENT

1 umio0 0 1 ? ? ? ? ? ? ? 0
2 VRS 2 0 1 2 1 4 2 1 1 1
3 VRG6H 2 1 0 1 1 2 4 2 1 2
4 VR20H 2 0 1 0 1 0 1 2 0 2
5 VR 30H 2 1 0 0 1 3 0 1 1 2
6 VR33 0 2 0 0 0 2 2 0 1 3
7 VR35 0 2 0 0 0 1 1 0 1 3
8 VR38 2 1 1 0 1 3 3 0 1 1
9 VR39 0 2 1 0 1 0 0 1 1 3
10 VR40 2 1 0 1 1 3 3 0 0 1
11 VR41 2 1 0 1 1 2 3 0 1 1
12 VR42 2 1 0 1 1 4 2 1 1 1
13 VR43 1 2 0 0 1 1 2 0 1 3
14 VR44 1 1 1 1 1 3 2 1 1 3
15 VR85 2 0 1 1 1 1 3 0 1 3
16 Hpn 0 2 1 0 1 3 0 1 1 3

CONSFILPRI: Consistencia de los filamentos primigenios. CRECIMIENT: Forma de crecimiento. DIACELAPI: Diametro de las células apicales. DIACELBAS: Diametro de las células
basales. DIACELCERAPI: Diametro de las células cercanas al apice. DIACELFILPRI: Diametro de las células del filamento primigenio. DIAMFILPOS: Diametro de los filamentos
postigenos. DISPOFILPOS: Disposicion de los filamentos postigenos. FORCELAPI: Forma de las células apicales. FORCELBAS: Forma de las células basales. FORCELCERAPI: Forma
de las células cercanas al apice. FORFILPOST: Forma de los filamentos postigenos. FORMCELFILPRI: Forma de las células de los filamentos primigenios. GROSOR: Grosor del talo.
LARCELAPI: Largo de las células apicales. LARCELBAS: Largo de las células basales. LARCELCERAPI: Largo de las células cercanas al dpice. LARCELFILPRI: Largo de las células
del filamento primigenio. LARFILPOST: Largo del filamento postigeno. NUMCAPFILPRI: NUmero de capas del filamento primigenio. NUMCELFILPOS: NUmero de células del
filamento postigeno. NUMCELUNID: Numero de células unidas entre si. ORDENRAMIF: Orden de ramificacion. PRESPELHIA: Presencia de pelos hialinos. PRESPLURAN: Presencia
de plurangios. RELCELAPI: Relacion largo/diametro de las células apicales. RELCELBAS: Relacion largo/diametro de las células basales. RELCELCERAPI: Relacion largo/diametro de
las células cercanas al dpice. RELCELFILPRI: Relacion largo/didmetro de las células de los filamentos primigenios. UNIONFILAM: Union de los filamentos postigenos.
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Apéndice 3. Analisis morfolégico de Parsimonia.

El andlisis de parsimonia recuperd un arbol con longitud de 123 pasos, indice de consistencia (IC)
de 0.5447 e indice de retencion (IR) de 0,6190.

Los especimenes estudiados se encontraron reunidos en dos clados:
Clado I: Soportado por un valor de bootstrap de 69. Incluy6 4 especimenes (VR39, Hpn, VR33, VR35)

recolectados en 3 localidades: Puerto Escondido, La Barrita y San Agustin.

Clado 1l: Soportado por un valor de bootstrap de 51. Incluyé 11 especimenes (VR5, VR6H, VR20H,
VR30H, VR38, VR40, VR41, VR42, VR43, VR44, VVR85) recolectados en las localidades de El

Palmar, Las Cuatas y Puerto Escondido.

El andlisis de caracteres permitio determinar cuéles caracteres sinapomorficos en los clados
respectivos. La relacidn entre el largo/diametro de las células en la parte basal del filamento postigeno
(caracter nimero 15) y la relacion largo/diametro de las células apicales del filamento postigeno
(carécter numero 22), fueron las sinapomorfias del clado I. Por otra parte el didmetro de la célula apical

del filamento postigeno (caracter namero 21), fue la Gnica sinapomorfia en el Clado I1.

De acuerdo con lo anterior, las costras gelatinosas de este estudio presentan dos morfologias
diferentes correspondientes al Clado | y Clado Il, las cuales fueron denominadas como Morfo 1 y
Morfo 2, respectivamente. A continuacion se describen cada uno de los morfos y en la tabla 6 se

muestra la descripcion comparativa entre ellos.
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Apéndice 3. Arbol de MP para la matriz morfoldgica. Longitud = 123, indice de Consistencia = 0.5447. En rojo se muestran los valores de bootstrap
(1,000 réplicas) para el Clado 1y Clado II. En negro se muestran los caracteres y en azul los estados de cada caracter.
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69 (bp) 0 19 7
0 0 o VR35(LaBania, 0n)
VRA&(EI Palmar, Grg)
VR43 (I Palmar, Gra)
3 ) 1 ? 1]
pal 1 A
] —{}—{1}— VR44 (EI Palmar, Gro)
2 i} 1
2 1 7 » x B N0
51 (bp) s VR20H (€1 Palmar, Gro)
o0 1 00 2
19 12 B B2 A VR30H (Las Cuatas, Gro) Clado II
O 2 3
2 9
VR 38 (Puerto Escondido, Gra)
VR40 (Puertn Escondida, Gra)
VR6H (El Palmar, Gro)

VR41 {Puerto Escondido, Gro)

VR42 (Puerto Escondido, Gra)

g Grupo
externo

Morfo 1

Morfo 2
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Apéndice 4. Distancia p no corregida de rbcL_1.

O 00O NO UL WN -

NNNRNNNNNNNRRRRRBRRRRR
OO NOODU D WNROOVOMNOODUDWNERO

AB045260 Tilopteris_mertensii
AB264040_Heteroralfsia_saxico
AB250070 Heteroralfsia_saxico
AB264039_Endopleura_aurea
AB250073_Ralfsia_spA

AB264042 Analipus_japonicus
AB250071_Ralfsia_fungiformis_A
EU579936_Ralfsia_fungiformis_B
AB250072 Ralfsia_verrucosa
AB250068_Mesospora_spF
AB250069 Mesospora_spG
AB250067_Mesospora_spE
AB250066 _Mesospora_spD
JQ620001_Mesospora_schmidtii_D
JQ620000_Mesospora_schmidtii A
JQ619999 Mesospora_schmidtii_C
JQ619998 Mesospora_schmidtii B
AB250065_Mesospora_spC
JQ620005 Mesospora_elongata_B
JQ620004 _Mesospora_elongata_A
JQ620003_Mesospora_elongata_D
JQ620002_Mesospora_elongata_C
AB250063_Mesospora_spA

VR5

VR43

VR30H

VR44

VR6H

VR20H

1
0.12598
0.12598
0.12936
0.11957
0.10157
0.10798
0.11669
0.11102
0.13386
0.13320
0.13071
0.13386
0.12677
0.12598
0.12677
0.12205
0.11181
0.12047
0.12047
0.12047
0.12047
0.11339
0.12913
0.12913
0.12913
0.13373
0.12677
0.12756

0.00000
0.11046
0.08403
0.07717
0.08510
0.08684
0.08898
0.11024
0.10406
0.12677
0.12205
0.12598
0.12598
0.12913
0.12520
0.11890
0.10787
0.10787
0.10787
0.10787
0.11654
0.12756
0.12756
0.12756
0.12891
0.12598
0.12598

0.11046
0.08403
0.07717
0.08510
0.08684
0.08898
0.11024
0.10406
0.12677
0.12205
0.12598
0.12598
0.12913
0.12520
0.11890
0.10787
0.10787
0.10787
0.10787
0.11654
0.12756
0.12756
0.12756
0.12891
0.12598
0.12598

0.10881
0.09388
0.09294
0.09844
0.10098
0.12781
0.13035
0.12781
0.13098
0.12624
0.12465
0.12781
0.12544
0.12623
0.11204
0.11204
0.11204
0.11204
0.12308
0.12940
0.12767
0.12940
0.13167
0.13097
0.13098

0.07324
0.07867
0.08147
0.07603
0.12633
0.11932
0.13230
0.13396
0.12722
0.12794
0.12971
0.12535
0.12426
0.11923
0.11923
0.11923
0.11923
0.12689
0.12374
0.12281
0.12372
0.12785
0.12213
0.12111

0.05879
0.06132
0.06850
0.10236
0.10559
0.11024
0.10630
0.10709
0.11024
0.11024
0.10630
0.09921
0.10236
0.10236
0.10236
0.10236
0.10236
0.11417
0.11417
0.11417
0.11551
0.11575
0.11575

0.00681
0.04924
0.10712
0.10568
0.11063
0.10668
0.11209
0.10731
0.10890
0.10491
0.10731
0.11220
0.11220
0.11220
0.11220
0.10498
0.11771
0.11771
0.11771
0.11979
0.11611
0.11610

0.04864
0.10938
0.11024
0.11868
0.11445
0.11852
0.11259
0.11763
0.11254
0.11421
0.11665
0.11665
0.11665
0.11665
0.11345
0.12522
0.12523
0.12522
0.12701
0.12427
0.12428

0.10551
0.10401
0.11811
0.11339
0.11811
0.11890
0.12126
0.11654
0.10709
0.11260
0.11260
0.11260
0.11260
0.11181
0.12362
0.12362
0.12362
0.12418
0.12441
0.12441

10

0.09534
0.09606
0.09843
0.09843
0.09921
0.10157
0.09843
0.10236
0.10315
0.10315
0.10315
0.10315
0.10630
0.11496
0.11496
0.11496
0.12179
0.11654
0.11575
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30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

VR38

VR40

VR41

VR42

AB250083_Ralfsia_spK
AB250082 Ralfsia_spJ
AB250081 Ralfsia_spl
AB250080 Ralfsia_spH
AB250079_Neoralfsia_expansa_G
AB250077 Neoralfsia_expansa_E
AB250078 Neoralfsia_expansa_F
KMO032758 Ralfsia_expansa_A
KMO032759 Ralfsia_expansa_B
KMO032760 Ralfsia_expansa_C
KF977827 Ralfsia_hancockii A
KF977828 Ralfsia_hancockii_B

AB250069 Mesospora_spG
AB250067_Mesospora_spE
AB250066 Mesospora_spD
JQ620001_Mesospora_schmidtii_D
JQ620000_Mesospora_schmidtii A
JQ619999 Mesospora_schmidtii_C
JQ619998 Mesospora_schmidtii B
AB250065_ Mesospora_spC
JQ620005 Mesospora_elongata_B
JQ620004_Mesospora_elongata_A
JQ620003_Mesospora_elongata_D
JQ620002_Mesospora_elongata_C
AB250063_ Mesospora_spA

1
0.12677
0.12677
0.12756
0.12756
0.14016
0.13858
0.13993
0.13858
0.13550
0.14173
0.14094
0.13307
0.13701
0.12835
0.12598
0.12598

11
0.11503
0.11661
0.11031
0.11267
0.11503
0.11188
0.11425
0.11273
0.11273
0.11273
0.11273
0.11824

2
0.12520
0.12520
0.12598
0.12598
0.12047
0.11890
0.12102
0.11890
0.11579
0.12362
0.11969
0.11732
0.11811
0.11969
0.12126
0.12126

12

0.02677
0.06378
0.05984
0.06063
0.06299
0.07638
0.08504
0.08504
0.08504
0.08504
0.09764

3
0.12520
0.12520
0.12598
0.12598
0.12047
0.11890
0.12102
0.11890
0.11579
0.12362
0.11969
0.11732
0.11811
0.11969
0.12126
0.12126

13

0.07795
0.07559
0.07638
0.07874
0.07323
0.09370
0.09370
0.09370
0.09370
0.10079

4
0.12703
0.12703
0.12703
0.12782
0.13254
0.13096
0.13225
0.13253
0.12785
0.13097
0.12623
0.14201
0.14280
0.14281
0.13727
0.13727

14

0.01496
0.01339
0.01339
0.08504
0.08583
0.08583
0.08583
0.08583
0.10709

5
0.12302
0.12302
0.12389
0.12313
0.12558
0.12474
0.12562
0.12399
0.12142
0.11623
0.12217
0.13471
0.13637
0.13359
0.12917
0.12917

15

0.00709
0.00472
0.08031
0.07874
0.07874
0.07874
0.07874
0.10394

6
0.11181
0.11181
0.11260
0.11260
0.11024
0.10866
0.11070
0.11024
0.10555
0.11024
0.11181
0.11811
0.12126
0.11654
0.11654
0.11654

16

0.00787
0.08346
0.08189
0.08189
0.08189
0.08189
0.10472

7
0.11533
0.11533
0.11612
0.11612
0.11917
0.11755
0.11891
0.11916
0.11444
0.11846
0.12003
0.11920
0.12158
0.12141
0.12064
0.12064

17

0.07795
0.07717
0.07717
0.07717
0.07717
0.10079

8
0.12269
0.12269
0.12353
0.12352
0.12857
0.12689
0.12916
0.12858
0.12357
0.12776
0.12776
0.12856
0.12952
0.12866
0.12940
0.12940

18

0.07717
0.07717
0.07717
0.07717
0.09606

9
0.12126
0.12126
0.12205
0.12205
0.12756
0.12598
0.12811
0.12756
0.12287
0.12520
0.12677
0.12441
0.12677
0.12598
0.12835
0.12835

19

0.00000
0.00000
0.00000
0.04803

10
0.11260
0.11260
0.11181
0.11260
0.12520
0.12520
0.12656
0.12520
0.12051
0.12598
0.12283
0.12992
0.13465
0.13071
0.13071
0.13071

20

0.00000
0.00000
0.04803
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24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

21
22
23
24
25
26
27

VR5

VR43

VR30H

VR44

VR6H

VR20H

VR38

VR40

VR41

VR42

AB250083_Ralfsia_spK
AB250082_Ralfsia_spJ
AB250081_Ralfsia_spl
AB250080_Ralfsia_spH
AB250079 Neoralfsia_expansa_G
AB250077_Neoralfsia_expansa_E
AB250078 Neoralfsia_expansa_F
KMO032758_Ralfsia_expansa_A
KMO032759 Ralfsia_expansa_B
KMO032760_Ralfsia_expansa_C
KF977827 Ralfsia_hancockii A
KF977828 Ralfsia_hancockii_B

JQ620003_Mesospora_elongata_D
JQ620002_Mesospora_elongata_C
AB250063_Mesospora_spA

VR5

VR43

VR30H

VR44

11

12

0.12844 0.13150
0.12844 0.13150
0.12844 0.13150
0.13373 0.14074
0.12766 0.13150
0.12766 0.13150
0.12608 0.12913
0.12608 0.12913
0.12687 0.12992
0.12687 0.12992
0.12214 0.11811
0.11899 0.11811
0.12032 0.11786
0.11898 0.11654
0.11744 0.11341
0.12292 0.12126
0.12371 0.11575
0.14026 0.12992
0.14105 0.13386
0.13712 0.13228
0.13712 0.13071
0.13712 0.13071

21
0.00000
0.04803
0.11969
0.12126
0.11969
0.12572

22

0.04803
0.11969
0.12126
0.11969
0.12572

13

0.13150
0.13150
0.13150
0.13601
0.13307
0.13307
0.12913
0.12913
0.12992
0.12992
0.12205
0.12283
0.12261
0.12047
0.11814
0.12677
0.12205
0.13071
0.13465
0.13071
0.12913
0.12913

23

0.12677
0.12835
0.12677
0.13287

14 15 16 17
0.12126 0.12126 0.11969 0.11732
0.12126 0.12126 0.11969 0.11732
0.12126 0.12126 0.11969 0.11732
0.12810 0.12811 0.12652 0.12416
0.12126 0.12126 0.11969 0.11732
0.12126 0.12126 0.11969 0.11732
0.11890 0.11890 0.11732 0.11496
0.11890 0.11890 0.11732 0.11496
0.11969 0.11969 0.11811 0.11575
0.11969 0.11969 0.11811 0.11575
0.12441 0.12362 0.12362 0.11969
0.12441 0.12362 0.12362 0.11969
0.12420 0.12339 0.12339 0.11943
0.12283 0.12205 0.12205 0.11811
0.11971 0.11893 0.11893 0.11499
0.12756 0.12756 0.12677 0.12362
0.12362 0.12283 0.12283 0.11890
0.14016 0.13701 0.13701 0.13307
0.14094 0.13858 0.13858 0.13465
0.14094 0.13858 0.13858 0.13465
0.13937 0.13465 0.13622 0.13228
0.13937 0.13465 0.13622 0.13228

24 25 26 27

0.00315 -
0.00157 0.00315 -
0.01581 0.01659 0.01581 -

18
0.11890
0.11890
0.11890
0.12496
0.12126
0.12126
0.11654
0.11654
0.11732
0.11732
0.11890
0.11890
0.11706
0.11732
0.11421
0.11732
0.11732
0.12992
0.13386
0.12992
0.12598
0.12598

28

19
0.11969
0.12126
0.11969
0.12572
0.11969
0.12126
0.11890
0.11890
0.11969
0.11969
0.12362
0.12362
0.12340
0.12205
0.11893
0.11969
0.11890
0.13150
0.13307
0.13465
0.13150
0.13150

29

20

0.11969
0.12126
0.11969
0.12572
0.11969
0.12126
0.11890
0.11890
0.11969
0.11969
0.12362
0.12362
0.12340
0.12205
0.11893
0.11969
0.11890
0.13150
0.13307
0.13465
0.13150
0.13150
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28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

VR6H

VR20H

VR38

VR40

VR41

VR42
AB250083_Ralfsia_spK
AB250082_Ralfsia_spJ
AB250081_Ralfsia_spl
AB250080_Ralfsia_spH

21
0.11969
0.12126
0.11890
0.11890
0.11969
0.11969
0.12362
0.12362
0.12340
0.12205

AB250079_Neoralfsia_expansa_G 0.11893
AB250077_Neoralfsia_expansa_E 0.11969
AB250078 Neoralfsia_expansa_F 0.11890

KM032758_Ralfsia_expansa_A
KMO032759 Ralfsia_expansa_B
KM032760_Ralfsia_expansa_C
KF977827 Ralfsia_hancockii A
KF977828_Ralfsia_hancockii_B

31VR40

32VR41

33VR42

34AB250083_Ralfsia_spK
35AB250082_Ralfsia_spJ
36AB250081_Ralfsia_spl
37AB250080_Ralfsia_spH
38AB250079 Neoralfsia_expansa_G
39AB250077_Neoralfsia_expansa_E
40AB250078_Neoralfsia_expansa_F

0.13150
0.13307
0.13465
0.13150
0.13150

31

0.00079

22
0.11969
0.12126
0.11890
0.11890
0.11969
0.11969
0.12362
0.12362
0.12340
0.12205
0.11893
0.11969
0.11890
0.13150
0.13307
0.13465
0.13150
0.13150

32

0.00079 0.00157 -

0.12598 0.12677
0.12598 0.12677
0.12499 0.12578
0.12441 0.12520
0.12208 0.12287
0.12520 0.12598
0.12441 0.12520

23
0.12598
0.12835
0.12598
0.12598
0.12677
0.12677
0.12992
0.12992
0.12970
0.12835
0.12524
0.12677
0.13228
0.13386
0.13228
0.13386
0.13228
0.13228

33 34

0.12677 -

0.12677 0.00472
0.12506 0.01028
0.12520 0.00787
0.12287 0.00472
0.12598 0.04803
0.12520 0.02362

24
0.00945
0.00945
0.00236
0.00236
0.00315
0.00315
0.12835
0.12835
0.12648
0.12677
0.12445
0.12756
0.12677
0.14094
0.14488
0.14173
0.13858
0.13858

35

0.01185
0.00787
0.00472
0.04803
0.02677

25
0.01102
0.00945
0.00236
0.00236
0.00315
0.00315
0.12835
0.12835
0.12570
0.12677
0.12445
0.12756
0.12677
0.14094
0.14488
0.14173
0.13858
0.13858

36

0.00869

26
0.00787
0.00945
0.00236
0.00236
0.00315
0.00315
0.12835
0.12835
0.12648
0.12677
0.12445
0.12756
0.12677
0.14094
0.14488
0.14173
0.13858
0.13858

37

0.00869 0.00473
0.05223 0.04803 0.04489
0.02928 0.02677 0.02362

27
0.02371
0.02371
0.01659
0.01659
0.01738
0.01738
0.13289
0.13289
0.13032
0.13131
0.12978
0.13524
0.13129
0.14473
0.14552
0.14475
0.14080
0.14080

38

28
0.00472
0.00866
0.00866
0.00945
0.00945
0.12677
0.12677
0.12577
0.12520
0.12287
0.12598
0.12520
0.13858
0.14252
0.13937
0.13701
0.13701

39

0.04488

29 30

0.00866 -

0.00866 0.00000
0.00945 0.00079
0.00866 0.00079
0.12677 0.12598
0.12677 0.12598
0.12329 0.12499
0.12520 0.12441
0.12287 0.12208
0.12598 0.12520
0.12520 0.12441
0.13937 0.13858
0.14331 0.14252
0.14016 0.13937
0.13780 0.13622
0.13780 0.13622

40
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41
42
43
44
45

41
42
43
44
45

KMO032758_Ralfsia_expansa_A
KMO032759_Ralfsia_expansa_B
KMO032760 Ralfsia_expansa_C
KF977827 Ralfsia_hancockii_A
KF977828 Ralfsia_hancockii_B

KMO032758_Ralfsia_expansa_A
KMO032759 Ralfsia_expansa_B
KMO032760_Ralfsia_expansa_C
KF977827 Ralfsia_hancockii A
KF977828 Ralfsia_hancockii_B

31
0.13858
0.14252
0.13937
0.13622
0.13622

41
0.01260
0.02913
0.05118
0.05118

32 33 34 35 36
0.13780 0.13937 0.07244 0.07244 0.07671
0.14173 0.14331 0.07402 0.07402 0.07829
0.14016 0.14016 0.07087 0.07087 0.07513
0.13701 0.13701 0.06693 0.06850 0.07274
0.13701 0.13701 0.06693 0.06850 0.07274

42 43 44 45

0.02913 -
0.05433 0.03780 -
0.05433 0.03780 0.00000 -

37 38
0.07244 0.06775
0.07402 0.06932
0.07087 0.06618
0.06850 0.06380
0.06850 0.06380

39
0.09606
0.09764
0.09370
0.09606
0.09606

40
0.08189
0.08346
0.08031
0.08110
0.08110
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Apéndice 5. Distancia p no corregida para rbcL_2.

O 0O NO UL B WN -

NNNNNNNNRRRRRRRBRR R
NoOUS, WNROOUOKRNDODUD WNEREO

AB045260 Tilopteris_mertensii
AB264040_Heteroralfsia_saxicola
AB250070 Heteroralfsia_saxicola
AB264039_Endopleura_aurea
AB250073_Ralfsia_spA

AB264042 Analipus_japonicus
AB250071_Ralfsia_fungiformis_A
EU579936_Ralfsia_fungiformis_B
AB250072 Ralfsia_verrucosa
AB250068_Mesospora_spF
AB250069 Mesospora_spG
AB250067_Mesospora_spE
AB250066 _Mesospora_spD
JQ620001_Mesospora_schmidtii_D
JQ620000_Mesospora_schmidtii A
JQ619999 Mesospora_schmidtii_C
JQ619998 Mesospora_schmidtii B
AB250065_Mesospora_spC
JQ620005 Mesospora_elongata_B
JQ620004 _Mesospora_elongata_A
JQ620003_Mesospora_elongata_D
JQ620002_Mesospora_elongata_C
AB250063_Mesospora_spA

VR5

VR43

VR30

VR6P

1
0.12817
0.12817
0.14085
0.11408
0.10282
0.10150
0.12065
0.11127
0.13380
0.13970
0.13803
0.13803
0.12958
0.12817
0.13099
0.12254
0.10986
0.12958
0.12958
0.12958
0.12958
0.11972
0.12535
0.12394
0.12535
0.12535

0.00000 -

0.11690 0.11690 -
0.08028 0.08028 0.11690
0.09155 0.09155 0.10986
0.09037 0.09037 0.10682
0.09753 0.09753 0.11899
0.09859 0.09859 0.11549
0.12817 0.12817 0.14930
0.11150 0.11150 0.14821
0.14507 0.14507 0.15352
0.14085 0.14085 0.15493
0.14507 0.14507 0.15493
0.14507 0.14507 0.15211
0.15211 0.15211 0.15634
0.14507 0.14507 0.15211
0.13662 0.13662 0.14085
0.12394 0.12394 0.13521
0.12394 0.12394 0.13521
0.12394 0.12394 0.13521
0.12394 0.12394 0.13521
0.14366 0.14366 0.15070
0.13380 0.13380 0.14085
0.13239 0.13239 0.13944
0.13380 0.13380 0.14085
0.13239 0.13239 0.14225

0.07324
0.06577
0.07260
0.06901
0.12676
0.11985
0.14085
0.14225
0.13803
0.13803
0.14225
0.13521
0.12958
0.13099
0.13099
0.13099
0.13099
0.13944
0.12254
0.12113
0.12254
0.12113

0.06008
0.06831
0.07746
0.11831
0.12128
0.13099
0.12958
0.12676
0.13239
0.13380
0.12676
0.11268
0.12958
0.12958
0.12958
0.12958
0.12958
0.11831
0.11690
0.11831
0.12254

0.00981
0.04570
0.11562
0.11155
0.12203
0.11779
0.12040
0.11746
0.11886
0.11167
0.11458
0.12630
0.12630
0.12630
0.12630
0.11316
0.11618
0.11477
0.11618
0.11471

0.04732
0.12107
0.12104
0.13873
0.13397
0.13360
0.12879
0.13668
0.12703
0.12863
0.13609
0.13609
0.13609
0.13609
0.13035
0.13024
0.12866
0.13024
0.13000

0.11831
0.11423
0.13239
0.13099
0.13380
0.13239
0.13803
0.12958
0.11972
0.13380
0.13380
0.13380
0.13380
0.13239
0.13099
0.12958
0.13099
0.13239

10

0.11563
0.10845
0.10845
0.10845
0.10704
0.11268
0.10704
0.11127
0.11831
0.11831
0.11831
0.11831
0.12676
0.12676
0.12535
0.12676
0.13099
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29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

11
12
13

VR6H

VR20H

VR20S

VR38

VR40

VR41

VR42

VR33

VR35

VR39

VR85

Hpn

AB250083_Ralfsia_spK
AB250082_Ralfsia_spJ
AB250081_Ralfsia_spl
AB250080_Ralfsia_spH
AB250079 Neoralfsia_expansa_G
AB250077_Neoralfsia_expansa_E
AB250078 Neoralfsia_expansa_F
KMO032758_Ralfsia_expansa_A
KMO032759 Ralfsia_expansa_B
KMO032760_Ralfsia_expansa_C
KF977827 Ralfsia_hancockii
KF977828 Ralfsia_hancockii

AB250069 Mesospora_spG
AB250067_Mesospora_spE
AB250066 Mesospora_spD

1
0.12535
0.12394
0.13380
0.12394
0.12394
0.12394
0.12394
0.15634
0.15672
0.15211
0.12535
0.15070
0.13380
0.13380
0.13521
0.13239
0.13391
0.13944
0.13380
0.13803
0.14225
0.14507
0.13803
0.13803

11

0.13676
0.13253

2
0.13239
0.13099
0.14085
0.13239
0.13239
0.13239
0.13239

3
0.13239
0.13099
0.14085
0.13239
0.13239
0.13239
0.13239

4
0.14225
0.14085
0.15070
0.13944
0.13944
0.13944
0.13944

0.13380 0.13380 0.16620
0.13410 0.13410 0.16372

0.13239
0.13239

0.13239
0.13239

0.16197
0.14225

0.13380 0.13380 0.16056

0.10986
0.10986
0.11549
0.11127
0.10992
0.12254
0.11549
0.10845
0.11127
0.11549
0.10845
0.10845

12

0.10986
0.10986
0.11549
0.11127
0.10992
0.12254
0.11549
0.10845
0.11127
0.11549
0.10845
0.10845

13

0.00704 -

0.14648
0.14648
0.14789
0.14789
0.14660
0.14930
0.14507
0.15211
0.15493
0.15775
0.15070
0.15070

14

5
0.12113
0.11972
0.12958
0.12113
0.12113
0.12113
0.12113
0.12676
0.12705
0.12535
0.12113
0.12394
0.12535
0.12535
0.12958
0.12676
0.12542
0.11972
0.11972
0.12817
0.13099
0.13380
0.12676
0.12676

15

6
0.12254
0.12113
0.13099
0.11690
0.11690
0.11690
0.11690
0.13803
0.13834
0.13662
0.12254
0.13521
0.11549
0.11549
0.11831
0.11690
0.11556
0.12113
0.12254
0.11831
0.12113
0.12394
0.11972
0.11972

16

7
0.11471
0.11329
0.12321
0.11477
0.11477
0.11477
0.11477
0.12415
0.12445
0.12275
0.11471
0.12129
0.11173
0.11164
0.11324
0.11322
0.11179
0.12639
0.12056
0.11468
0.11754
0.12154
0.11738
0.11738

17

8
0.13000
0.12843
0.13011
0.12866
0.12866
0.12866
0.12866
0.14033
0.13952
0.14036
0.13000
0.14003
0.12868
0.12868
0.13185
0.13027
0.12878
0.14147

9
0.13239
0.13099
0.13803
0.12958
0.12958
0.12958
0.12958
0.13521
0.13553
0.13662
0.13239
0.13521
0.12676
0.12676
0.12958
0.12817
0.12683
0.13521

10
0.13099
0.12958
0.13944
0.12535
0.12535
0.12535
0.12535
0.16056
0.16091
0.15915
0.13099
0.16056
0.13521
0.13803
0.14085
0.13662
0.13528
0.13803

0.13350 0.12958 0.13099

0.13183
0.13206
0.13533
0.13345
0.13345

18

0.12676
0.12676
0.13239
0.12817
0.12817

19

0.13239
0.13803
0.14085
0.13380
0.13380

20
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15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

JQ620000 _Mesospora_schmidtii A
JQ619999 Mesospora_schmidtii_C
JQ619998 Mesospora_schmidtii B
AB250065_Mesospora_spC
JQ620005 Mesospora_elongata_B
JQ620004_Mesospora_elongata_A
JQ620003_Mesospora_elongata_D
JQ620002_Mesospora_elongata_C
AB250063_ Mesospora_spA

VR5

VR43

VR30

VR6P

VR44

VR6H

VR20H

VR20S

VR38

VR40

VR41

VR42

VR33

VR35

VR39

VR85

Hpn

AB250083_Ralfsia_spK
AB250082_Ralfsia_spJ
AB250081_Ralfsia_spl
AB250080_Ralfsia_spH

11
0.13395
0.13959
0.13395
0.12972
0.13833
0.13833
0.13833
0.13833
0.14817
0.14529
0.14388
0.14529
0.14387
0.14640
0.14387
0.14247
0.15233
0.14388
0.14388
0.14388
0.14388
0.15088
0.15119
0.14664
0.14387
0.14806
0.13396
0.13114
0.13537
0.13255

12
0.08451
0.08732
0.09014
0.07746
0.10563
0.10563
0.10563
0.10563
0.11972
0.15352
0.15211
0.15352
0.15493
0.15469
0.15493
0.15352
0.16338
0.15211
0.15211
0.15211
0.15211
0.15634
0.15667
0.15493
0.15493
0.15634
0.12535
0.12817
0.12676
0.12394

13
0.08028
0.08310
0.08592
0.07887
0.10704
0.10704
0.10704
0.10704
0.11972
0.15070
0.14930
0.15070
0.15352
0.15186
0.15352
0.15211
0.16197
0.14930
0.14930
0.14930
0.14930
0.15493
0.15527
0.15352
0.15352
0.15493
0.12394
0.12676
0.12535
0.12254

14

0.01972
0.01831
0.01972
0.09577
0.11127
0.11127
0.11127
0.11127
0.14085
0.13662
0.13521
0.13662
0.13803
0.13770
0.13803
0.13662
0.14648
0.13521
0.13521
0.13521
0.13521
0.14507
0.14538
0.14366
0.13803
0.14507
0.13944
0.14225
0.14085
0.13803

15
0.01127
0.00563
0.08732

16

0.01268
0.09437

0.10000 0.10704
0.10000 0.10704
0.10000 0.10704
0.10000 0.10704

0.13662
0.13662
0.13521
0.13662
0.13803
0.13772
0.13803
0.13662
0.14648
0.13521
0.13521
0.13521
0.13521
0.14789
0.14821
0.14648
0.13803
0.14789
0.13662

0.13944
0.13521
0.13380
0.13521
0.13662
0.13628
0.13662
0.13521
0.14507
0.13380
0.13380
0.13380
0.13380
0.14507
0.14538
0.14366
0.13662
0.14507
0.13803

0.13944 0.14085

0.13803
0.13521

0.13944
0.13662

17 18

0.08451 -

0.09718 0.08873
0.09718 0.08873
0.09718 0.08873
0.09718 0.08873
0.13099 0.12394
0.13099 0.14085
0.12958 0.13944
0.13099 0.14085
0.13239 0.14507
0.13206 0.14201
0.13239 0.14507
0.13099 0.14366
0.14085 0.15211
0.12958 0.13944
0.12958 0.13944
0.12958 0.13944
0.12958 0.13944
0.14507 0.15352
0.14539 0.15386
0.14366 0.15352
0.13239 0.14507
0.14225 0.15211
0.13099 0.12254
0.13380 0.12535
0.13239 0.12113
0.12958 0.12113

19

0.00000
0.00000
0.00000
0.07746
0.13944
0.14085
0.13944
0.14085
0.14044
0.14085
0.14225
0.14930
0.14085
0.14085
0.14085
0.14085
0.15775
0.15666
0.15634
0.14085
0.15493
0.13662
0.13944
0.13803
0.13521

20

0.00000
0.00000
0.07746
0.13944
0.14085
0.13944
0.14085
0.14044
0.14085
0.14225
0.14930
0.14085
0.14085
0.14085
0.14085
0.15775
0.15666
0.15634
0.14085
0.15493
0.13662
0.13944
0.13803
0.0.13521
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45
46
47
48
49
50
51
52

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

AB250079 Neoralfsia_expansa_G
AB250077_Neoralfsia_expansa_E
AB250078 Neoralfsia_expansa_F
KMO032758_Ralfsia_expansa_A
KMO032759 Ralfsia_expansa_B
KMO032760_Ralfsia_expansa_C
KF977827 Ralfsia_hancockii
KF977828 Ralfsia_hancockii

JQ620003_Mesospora_elongata_D
JQ620002_Mesospora_elongata_C
AB250063_Mesospora_spA

VR5

VR43

VR30

VR6P

VR44

VR6H

VR20H

VR20S

VR38

VR40

VR41

VR42

VR33

VR35

VR39

VR85

Hpn

11
0.13402
0.14101
0.13678
0.13678
0.13678
0.13960
0.13537
0.13537

21
0.00000
0.07746
0.13944
0.14085
0.13944
0.14085
0.14044
0.14085
0.14225
0.14930
0.14085
0.14085
0.14085
0.14085
0.15775
0.15666
0.15634
0.14085
0.15493

12
0.12539
0.14225
0.12394
0.12535
0.12817
0.13239
0.12535
0.12535

22

0.07746
0.13944
0.14085
0.13944
0.14085
0.14044
0.14085
0.14225
0.14930
0.14085
0.14085
0.14085
0.14085
0.15775
0.15666
0.15634
0.14085
0.15493

13
0.12399
0.14225
0.12535
0.12394
0.12676
0.13099
0.12394
0.12394

23

0.15211
0.15352
0.15211
0.15352
0.15332
0.15352
0.15493
0.15634
0.15352
0.15352
0.15352
0.15352
0.15352
0.14963
0.15493
0.15352
0.15352

14

0.13950
0.14789
0.13803
0.13944
0.14225
0.14648
0.13944
0.13944

24

0.00141
0.00000
0.00704
0.00000
0.00704
0.00845
0.01549
0.00141
0.00141
0.00141
0.00141
0.13099
0.13266
0.12958
0.00704
0.12817

15
0.13669
0.14648
0.13521
0.13380
0.13662
0.14085
0.13380
0.13380

25

0.00141
0.00845
0.00142
0.00845
0.00704
0.01690
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.12958
0.13125
0.12817
0.00845
0.12676

16
0.13810
0.14648
0.13662
0.13521
0.13803
0.14225
0.13521
0.13521

26

0.00704
0.00000
0.00704
0.00845
0.01549
0.00141
0.00141
0.00141
0.00141
0.13099
0.13266
0.12958
0.00704
0.12817

17
0.13105
0.14085
0.12958
0.12817
0.13099
0.13521
0.12817
0.12817

27

0.00710
0.00000
0.00141
0.00845
0.00845
0.00845
0.00845
0.00845
0.12958
0.13125
0.12817
0.00000
0.12676

18
0.12259
0.12535
0.12254
0.12535
0.12676
0.13099
0.12394
0.12394

28

0.00710
0.00852
0.01417
0.00142
0.00142
0.00142
0.00142
0.13178
0.13343
0.13033
0.00710
0.12891

19
0.13665
0.12958
0.13239
0.12958
0.13239
0.13662
0.13239
0.13239

29

0.00141
0.00845
0.00845
0.00845
0.00845
0.00845
0.12958
0.13125
0.12817
0.00000
0.12676

20
0.13665
0.12958
0.13239
0.12958
0.13239
0.13662
0.13239
0.13239

30

0.00986
0.00704
0.00704
0.00704
0.00704
0.12817
0.12984
0.12676
0.00141
0.12535
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

AB250083_Ralfsia_spK
AB250082_Ralfsia_spJ
AB250081_Ralfsia_spl
AB250080_Ralfsia_spH
AB250079 Neoralfsia_expansa_G
AB250077_Neoralfsia_expansa_E
AB250078_Neoralfsia_expansa_F
KMO032758_Ralfsia_expansa_A
KMO032759 Ralfsia_expansa_B
KMO032760_Ralfsia_expansa_C
KF977827 Ralfsia_hancockii
KF977828 Ralfsia_hancockii

VR20S

VR38

VR40

VR41

VR42

VR33

VR35

VR39

VR85

Hpn

AB250083_Ralfsia_spK
AB250082_Ralfsia_spJ
AB250081_Ralfsia_spl
AB250080_Ralfsia_spH
AB250079 Neoralfsia_expansa_G
AB250077_Neoralfsia_expansa_E
AB250078 Neoralfsia_expansa_F

21
0.13662
0.13944
0.13803
0.13521
0.13665
0.12958
0.13239
0.12958
0.13239
0.13662
0.13239
0.13239

31
0.01690
0.01690
0.01690
0.01690
0.13380
0.13266
0.13521
0.00845
0.13380
0.14085
0.14366
0.14085
0.13944
0.14093
0.15352
0.13944

22 23

0.13662 0.14085
0.13944 0.14366
0.13803 0.14225
0.13521 0.13944 0.13239
0.13665 0.14091
0.12958 0.13521
0.13239 0.14930 0.13380 0.13239
0.12958 0.13944 0.13521
0.13239 0.13662
0.13662 0.14366
0.13239 0.14225
0.13239 0.14225

32 33

0.00000 -

0.00000 0.00000
0.00000 0.00000
0.12958 0.12958
0.13125 0.13125
0.12817 0.12817
0.00845 0.00845
0.12676 0.12676
0.13239 0.13239
0.13521 0.13521
0.13239 0.13239
0.13099 0.13099
0.13248 0.13248
0.14507 0.14507
0.13239 0.13239

24

34

0.00000
0.12958
0.13125
0.12817
0.00845
0.12676
0.13239
0.13521
0.13239
0.13099
0.13248
0.14507
0.13239

0.13662
0.13380 0.13239

25

0.13380 0.13239

0.13388 0.13248
0.14648

0.13944 0.13803
0.14366 0.14225
0.13521
0.13521

35

0.12958
0.13125
0.12817
0.00845
0.12676
0.13239
0.13521
0.13239
0.13099
0.13248
0.14507
0.13239

0.14507

26 27

36 37

0.00705 -

0.00704 0.00563
0.12958 0.13125
0.00845 0.00705
0.13803 0.13836
0.14085 0.14118
0.13803 0.13835
0.13662 0.13694
0.13811 0.13842
0.15211 0.15244
0.14366 0.14399

0.13380 0.13239
0.13521 0.13662 0.13521
0.13380 0.13239
0.13099 0.13239 0.13099
0.13388 0.13248
0.14648 0.14507
0.13380 0.13239
0.13380 0.13521 0.13380
0.13944 0.13803
0.14366 0.14225
0.13380 0.13521 0.13380
0.13380 0.13521 0.13380

28

38

0.12817
0.00141
0.13380
0.13662
0.13380
0.13239
0.13388
0.15070
0.14225

29

0.13496 0.13239
0.13779 0.13521
0.13495 0.13239
0.13353 0.13099
0.13504 0.13248
0.14765 0.14507
0.13491 0.13239
0.13634 0.13380
0.14061 0.13803
0.14482 0.14225
0.13634 0.13380
0.13634 0.13380

39

0.12676

0.13239 0
0.13521 O
0.13239 0
0.13099 0O
0.13248 0
0.14507 O
0.13239 0

30
0.13099
0.13380
0.13099
0.12958
0.13107
0.14366
0.13099
0.13239
0.13662
0.14085
0.13239
0.13239

40

13239
13521
13239
.13099
13247
.14930
.14085
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48KM032758_Ralfsia_expansa_A
49KMO032759 Ralfsia_expansa_B
50KM032760_Ralfsia_expansa_C
51KF977827 Ralfsia_hancockii
52KF977828 Ralfsia_hancockii

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

51
52

AB250083_Ralfsia_spK
AB250082 Ralfsia_spJ
AB250081_Ralfsia_spl
AB250080 Ralfsia_spH
AB250079_Neoralfsia_expansa_G
AB250077 Neoralfsia_expansa_E
AB250078_Neoralfsia_expansa_F
KMO032758_ Ralfsia_expansa_A
KMO032759_Ralfsia_expansa_B
KMO032760 Ralfsia_expansa_C
KF977827_Ralfsia_hancockii
KF977828 Ralfsia_hancockii

KF977827_Ralfsia_hancockii
KF977828 Ralfsia_hancockii

31

32

33

34

35

36

0.14225 0.13380 0.13380 0.13380 0.13380 0.13803
0.14085 0.13803 0.13803 0.13803 0.13803 0.14085
0.14789 0.14225 0.14225 0.14225 0.14225 0.14789
0.14225 0.13380 0.13380 0.13380 0.13380 0.14085
0.14225 0.13380 0.13380 0.13380 0.13380 0.14085

41
0.00282
0.00986
0.00141
0.00000
0.06197
0.02958
0.01127
0.01127
0.01549
0.00845
0.00845

51

0.00000

42

0.01268
0.00423
0.00282
0.06479
0.03239
0.01408
0.01408
0.01831
0.01127
0.01127

52

43

0.00845
0.00987
0.07183
0.03944
0.02113
0.02113
0.02535
0.01831
0.01831

44

0.00141
0.06338
0.03099
0.01268
0.01268
0.01690
0.00986
0.00986

45

0.06199
0.02958
0.01127
0.01127
0.01549
0.00845
0.00845

46

0.06197
0.06197
0.06197
0.06479
0.05775
0.05775

37 38 39 40
0.13835 0.13380 0.13380 0.13239
0.13836 0.13944 0.13803 0.13803
0.14540 0.14366 0.14225 0.14225
0.14116 0.13662 0.13380 0.13521
0.14116 0.13662 0.13380 0.13521

a7 48 49 50

0.03239 -

0.03239 0.00563 -

0.03662 0.01268 0.00986 -
0.02958 0.01127 0.01127 0.01268
0.02958 0.01127 0.01127 0.01268
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Apéndice 6. Distancia p no corregida de Coxl1.

O 00 N O Ul B WN BP-

N NNRRPRPRRRRRRR
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EU681430 Tilopteris_mertensii
JQ620013 Mesospora_elongata
JQ620012_Mesospora_elongata
JQ620011_Mesospora_elongata
JQ620010 _Mesospora_elongata
JQ620009 Mesospora_schmidtii
JQ620008 Mesospora_schmidtii
JQ620007 _Mesospora_schmidtii
JQ620006_Mesospora_schmidtii
EU681389 Analipus_japonicus
EU681419 Ralfsia_fungiformis
VR6H

VR20H

VR30H

VR33

VR35

VR38

VR39

VR40

VR41

VR42

VR43

1
0.22351
0.22517
0.22185
0.22185
0.25000
0.24669
0.24172
0.24172
0.20530
0.18709
0.21854
0.21963
0.21192
0.23344
0.23179
0.21192
0.23344
0.21192
0.21192
0.21192
0.21192

0.00166
0.00166
0.00166
0.19536
0.21689
0.20364
0.20364
0.24669
0.25828
0.23013
0.23296
0.23344
0.24503
0.24338
0.23344
0.24503
0.23344
0.23179
0.23344
0.23344

0.00331
0.00331
0.19371
0.21523
0.20199
0.20530
0.24834
0.25662
0.23179
0.23463
0.23510
0.24338
0.24172
0.23510
0.24338
0.23510
0.23344
0.23510
0.23510

0.00000
0.19702
0.21523
0.20199
0.20199
0.24503
0.25828
0.23013
0.23296
0.23344
0.24338
0.24172
0.23344
0.24338
0.23344
0.23179
0.23344
0.23344

0.19702
0.21523
0.20199
0.20199
0.24503
0.25828
0.23013
0.23296
0.23344
0.24338
0.24172
0.23344
0.24338
0.23344
0.23179
0.23344
0.23344

0.12914
0.09437
0.11755
0.26325
0.23179
0.25000
0.24964
0.24338
0.24834
0.24834
0.24338
0.24834
0.24338
0.24503
0.24338
0.24338

0.07119
0.09603
0.26656
0.24834
0.23841
0.23802
0.23344
0.22351
0.22351
0.23344
0.22351
0.23344
0.23510
0.23344
0.23344

0.08113
0.27649
0.23179
0.24338
0.24466
0.23510
0.24338
0.24338
0.23510
0.24338
0.23510
0.23675
0.23510
0.23510

0.25993
0.23510
0.23344
0.23299
0.23179
0.25000
0.25000
0.23179
0.25000
0.23179
0.23344
0.23179
0.23179

10

0.20364
0.21523
0.21633
0.21523
0.23841
0.24007
0.21523
0.23841
0.21523
0.21358
0.21523
0.21523

11

0.21026
0.21298
0.20695
0.23344
0.23510
0.20695
0.23344
0.20695
0.20695
0.20695
0.20695
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12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

VR6H
VR20H
VR30H
VR33
VR35
VR38
VR39
VR40
VR41
VR42
VR43

12
0.00667
0.02649
0.22351
0.22351
0.02649
0.22351
0.02649
0.02649
0.02649
0.02649

13

0.02996
0.22303
0.22303
0.02996
0.22303
0.02996
0.02997
0.02996
0.02996

14

0.22185
0.22185
0.00000
0.22185
0.00000
0.00166
0.00000
0.00000

15

0.00166
0.22185
0.00000
0.22185
0.22185
0.22185
0.22185

16

0.22185
0.00166
0.22185
0.22185
0.22185
0.22185

17 18 19 20 21

0.22185 -

0.00000 0.22185 -

0.00166 0.22185 0.00166 -

0.00000 0.22185 0.00000 0.00166 -
0.00000 0.22185 0.00000 0.00166 0.00000

22
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Apéndice 7. Arbol consenso de MP de rbcL_1.

Longitud = 46, indice de Consistencia = 0.4528. En los nodos se muestran los valores de
bootstrap (1,000 réplicas). Los nodos que no presentan valores indican resultados de bootstrap
inferiores a 50.

_am—AB250068 Mesospora_spif

AB250069 Mesospora spG
100 EABZ5006 7 Mesospora_spE
AB250066 Mesospora spD

68,5

558 i J0620001 Mesospora_schmiidtii D
7 JO620000 Mesospora_schmidtii A
] JO619998 Mesospora_schmidtii B

J0619999 Mesospora_schmidtii C
76,9 —— AB250065 Mesospora spC

JO620005_Mesospora elongata B
|JQ620004 Mesospora_elongata A

AB250073 Ralfsia spA
100~ AB250071 Ralfsia_fimgiformis A
30 978 EU379936 Ralfsia fimgiformis B
AB250072 Ralfsia verricosa

— AB264042 Analipus_japonicus

i)
=

Clado IV

Clado 1
99,6 J0620003 Mesospora elongata D
50 J0620002 Mesospora_elongata C
AB250063 Mesospora spA
95,6{— AB250081 Ralfsia_sp!
AB250080 Ralfsia spH
1.8) 1 4B250079 ' Neoralfsia_expansa_G
AB250077 Neoralfsia_expansa E
AB250078 Neoralfsia_expansa F -
—— KM032758 Ralfsia expansa A Clado Il
50 KM032759 Ralfsia_expansa B
KM032760 Ralfsia_expansa C
KF977827 Ralfsia_hancockii A
KF077828 Ralfsia_hancockii
TR
VR30H
—— VR44
“ VR43
50 60| VR3S
|' VR40 Clado I
VR41
\ 1001 Lypsa
VR6P
VR6H
VR200
AB264039 Endopleura_aurea
AB264040 Heteroralfsia_saxicola
5 100 AB250070 Heteroralfsia_savicola
u

AB045260 Tilopteris mertensii

300

Grupo externo
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Apéndice 8. Arbol consenso de MP para rbcL_2.

Longitud = 52, indice de Consistencia = 0.4329. En los nodos se muestran los valores de
bootstrap (1,000 réplicas). Los nodos que no presentan valores indican resultados de bootstrap

inferiores a 50.

8

100 — AB250067 Mesospora spE
AB250066_Mesospora_spD

96

96

52,3
_1_|
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52

100 | 'VR42
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— VR20S
100 VRSS

08
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AB250073 Ralfsia_spA
Clado IV

71

100~ AB250071 Ralfsia_fimgiformis A
_@EUWSMQRWEM  fungiformis_B
AB250072 Ralfsia_verrucosa

AB264042 Analipus japonicus

AB250069 Mesospora spG
A.32553§§_ﬁ§j51a_5 X
AB250082 Ralfsia_spJ
AB250081 Ralfsia_spI
AB250080 Ralfsia_spH
1001 '4B250079 Neoralfsia_expansa_G
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100 KM032759 Ralfsia_expansa B Clado I1
KM032760 Ralfsia_expansa C
100 KF977827 Ralfsia_hancockii
KF977828 Ralfsia_hancockii
——— AB250078 Neoraifsia_expansa F
AB250077 Neoralfsia expansa E

200

AB045260_Tilopteris_mertensii B Grupo externo
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Apéndice 9. Filograma de Maxima Verosimilitud (MV) para rbcL_1 con valores bootstrap.
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51 S, .
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100
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% T a
éﬁia_mxicola
= AB264039 Endopleura_aurea

87 rl
AB264042 Amd%ms japonicuis
%9 = AB250072 Ralfsia verrucosa
% _:%250071 Ralfsia fungiformis A
EU579936 R

sia fungiformis_B
—ABZSGOH_MVMJ‘%ng _
B045260 Tilopteris_mertensii B B

Clado IV

o

B Grupo externo

008

105



Apéndice 10. Filograma de Maxima Verosimilitud (MV) para rbcL_2 con valores bootstrap.

- AB250069 Mesospora_spG
JO619998 Mesospora_schmidfii B
J0620001 Mesospora_schmidtii D
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Apéndice 11. Filograma de Inferencia
probabilidad posterior en las ramas.

Bayesiana para la matriz rbcL_1 con valores de

_| 100
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o0 AB250069_Mesospora_spG
JO620005 Mesospora_elongata B
99170620004 _Mesospora_elongata A
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Apéndice 12. Filograma de Inferencia Bayesiana para la matriz rbcL_2 con
probabilidad posterior en las ramas.
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Apéndice 13. Arbol consenso de MP para Cox1.

Longitud = 22, indice de Consistencia = 0.5959. En los nodos se muestran los valores de
bootstrap (bp=100).
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Apéndice 14. Filograma de Maxima Verosimilitud (MV) para Cox1 con valores bootstrap
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Apéndice 15. Filograma de Inferencia Bayesiana (IB) para Coxl con valores

probabilidad posterior en las ramas.
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Apéndice 16. Analisis morfoldgico de UPGM incluyendo todos los ejemplares de herbario.

Los nodos que no presentan valores indican resultados de bootstrap inferiores a 50.
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