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RESUMEN

Meristotheca cylindrica es una especie de alga roja comun descrita recientemente para las costas de
Campeche, potencialmente importante como recurso en la region por su contenido en
carragenanos. Sin embargo, por su morfologia, es habitualmente confundida con otras especies de
algas rojas cuya distribucion geografica es compartida. En la presente tesis, se propusieron los
siguientes objetivos: 1) evaluar la variacidén genética y su relacion con la variacion morfoldgica en
las poblaciones de M. cylindrica; 2) describir la posible estructura genética y la distribucidon
haplotipica en las localidades muestreadas; 3) determinar posibles eventos de especiacion. A partir
de 45 individuos de M. cylindrica, procedentes de cinco poblaciones registradas para Campeche, se
determinaron medidas de variacion, distancias, estructura y diferenciacion genética, utilizando
secuencias de DNA de las regiones espaciadoras de RuBisCo y de cox2-3 amplificadas via PCR.
Adicionalmente, para ambos marcadores, se realizaron analisis filogenéticos integrando secuencias
de especies de la familia Solieriaceae provenientes del GenBank. Considerando 10 ejemplares de
herbario, se realizd un analisis de varianzas a partir de 30 caracteres morfologicos. Como resultado,
la region espaciadora de la RuBisCo revel6 cuatro haplotipos interconectados (R1-R4), asi como
parametros moderados de diversidad genética (Hd=0.46458, nt=0.00785). El analisis filogenético
mostrd un unico grupo monofilético que incluyé a todos los haplotipos. En cambio, la region
espaciadora de cox2-3 reveld nueve haplotipos (C1-C9) estructurados en los grupos GI y GII, asi
como parametros elevados de diversidad, diferenciacion y distancias genéticas (Hd=0.81,
n=0.06476; ®pr, Fsr>0.35; >10% de diferencias, porcentajes mayores a los observados
interespecificamente). El analisis filogenético mostré dos grupos monofiléticos congruentes con GI
y GII. En lo que respecta a la variaciéon morfoldgica, el analisis de varianzas mostré diferencias
estadisticamente no significativas entre los grupos morfologicos previos. Por consiguiente, a partir
de la estructura genética revelada, la distribucidn haplotipica, los grupos filogenéticos encontrados
y las distancias genéticas observadas, se sugieren grupos genéticos diferenciados a nivel de género

en la muestra estudiada de M. cylindrica.

Palabras clave: Diversidad genética, estructura genética, espaciador de cox2-3, espaciador de RuBisCo,

haplotipos.



ABSTRACT

Meristotheca cylindrica is a common species of red algae recently described for the coast of Campeche,
potentially important as an economic resource by its content in carrageenans. However, due to its
morphological variation it is usually confused with other cartilaginous red algal species whose
geographical distribution is shared. In the current thesis, the following objectives were proposed: 1)
to evaluate the genetic variation and its relationship with the morphological variation in M. cylindrica
populations; 2) to describe the possible genetic structure and the haplotypic distribution in the
sampled localities; 3) to determine possible speciation events. From 45 individuals of M. cylindrica
of five populations recorded for Campeche, measurements of variation, genetic structure,
differentiation and distances were determined using DNA sequences from the RuBisCo and cox2-3
spacer regions. Additionally, for both markers, phylogenetic analyses were performed adding
sequences of species of the Solieriaceae family retrieved from GenBank. A statistical analysis was
performed from 10 herbarium specimens, considering 30 morphological characters. As a result, the
Rubisco spacer region revealed four interconnected haplotypes (R1-R4), as well as moderated
genetic diversity parameters (Hd=0.46458, ©=0.00785). Phylogenetic analysis showed a single
monophyletic group that included all haplotypes. The cox2-3 spacer region revealed nine haplotypes
(C1-C9) structured in the GI and GII groups, as well as elevated parameters of genetic diversity,
distances and differentiation (Hd=0.81, n=0.06476; >10% of differences, higher than those observed
interspecifically; ®pr and Fst>0.35). Phylogenetic analysis showed two monophyletic groups
congruent with GI and GII. Apropos of morphological variation, the variance analysis showed
statistically insignificant differences among the previous morphological groups. Hence, as from the
revealed genetic structure, the haplotypic distribution, the phylogenetic groups and the observed
genetic distances, differentiated genetic groups at gender level are suggested in this M. cylindrica

sample.

Key words: cox2-3 spacer, genetic structure, genetic diversity, haplotypes, Rubisco spacer.



1. INTRODUCCION

Meristotheca cylindrica M.L. Nufiez-Resendiz, Dreckmann & Senties es un alga roja de la familia
Solieriaceae J. Agardh y orden Gigartinales F. Schmitz, recientemente descrita a partir de
especimenes recolectados a lo largo de la costa de Campeche siendo la Bahia de Tortuga su
localidad tipo (Nufnez-Resendiz et al. 2017a). Como miembro de Solieriaceae, familia que posee el
mayor intervalo de diversidad estructural de carragenanos (Chiovitti et al. 2001; Watt ez al. 2003), y
dada su abundancia en las costas del estado de Campeche, M. cylindrica constituye un recurso

econdmico potencialmente redituable que no se explota en México (Nufez-Resendiz et al. 2017a,b).

Meristotheca cylindrica presenta talos erectos, solitarios y sujetos al sustrato por discos de fijacion; sin
embargo, se diferencia del resto de las especies del género por presentar un talo cilindrico en seccién
transversal, el cual se conforma por multiples ejes principales, cartilaginosos en consistencia y
cilindricos o complanados, de 5-30 cm de longitud y 1-5 mm de grosor (Figura 1); el grado de
ramificacion varia entre talos al estar altamente ramificados (4, 5 0 mas ramificaciones) asi como
poco ramificados (<3 ramificaciones) (Guiry & Guiry 2018, Nufiez-Resendiz et al. 2017a). Al igual
que otras especies del género, posee tetrasporangios elipsoidales y zonados que se desarrollan
lateralmente a partir de una célula nutritiva en la region cortical, y cistocarpos elipsoidales inmersos
formados en proliferaciones marginales (Faye er al. 2004, 2005, 2007, 2008). El epiteto especifico
cylindrica, derivado del latin, hace referencia al talo y ramificaciones cilindricas, los cuales son
considerados caracteres morfoldgicos principales que excluyen a la especie del resto del género, en

el cual se habia reportado habito aplanado exclusivamente (Nufiez-Resendiz et al. 2017a).

Anatomicamente, Meristotheca cylindrica se caracteriza por una médula filamentosa que comprende
tanto filamentos primarios (paralelos al plano longitudinal del eje, con 4.5-7um de didmetro) como
adventicios (conectados por conexiones secundarias a las células de la corteza interna), ademas de
una corteza pseudoparenquimatosa dividida en dos zonas: a) corteza interna, compuesta por 4-5
capas de células grandes, sin pigmentacidn o ligeramente pigmentadas, irregulares o estrelladas, de
40-80 um de diametro; b) corteza externa, compuesta por 1-2 capas de células pequeias, elongadas

o subesféricas, con 9-15 um de didmetro y altamente pigmentadas (Nunez-Resendiz ez al. 2017a).



Figura 1. Habito vegetativo en ejemplares de herbario pertenecientes a Meristotheca cylindrica. Se indica el nimero de herbario en la
esquina superior izquierda de cada ejemplar. Barra de escalas =5 cm.

Las poblaciones de Meristotheca cylindrica son abundantes y sin limitaciones estacionales, con picos

en otoflo e invierno; forman parte del dosel algal en comunidades sumergidas (0.5-1 m de

profundidad) y son un componente conspicuo de la deriva algal (Dreckmann & Senties 2013,

Nufez-Resendiz et al. 2017a,b).




Debido a la particularidad del talo cilindrico de Meristotheca cylindrica, en la Peninsula de Yucatdn
esta especie se identificd erroneamente como Eucheuma isiforme (C. Agardh) J. Agardh (Callejas-
Jiménez et al. 2005), otra especie con talo cilindrico perteneciente a la familia Solieriaceae,
fenotipicamente plastica, con quien comparte su intervalo de distribucion (Nufiez-Resendiz et al.
2017a,b, Wynne et al. 2017). En el muestreo previo a su estudio, los especimenes con talos y
ramificaciones cilindricas colectados por Nuifez-Resendiz e al. (2017a) molecularmente
correspondieron con Meristotheca, aunque sus secuencias resultaron unicas dentro del género. En
adicion, la morfologia presentada resulté incompatible con la descripcion de especies previamente
descritas del género, las cuales presentan habitos peltados (el caso de M. peltata N’ Y eurt & Pairi, de

F1j1) o aplanados (el resto de las especies).

Posteriormente a la descripcidn de Meristotheca cylindrica, fue descrito el género Tepoztequiella
Nufiez-Resendiz, Dreckmann & Senties a partir de su especie tipo Tepoztequiella rhizoidea Nufiez-
Resendiz, Dreckmann & Senties (Solieriaceae, Gigartinales) en las costas de Campeche, la cual
comparte tanto el area de distribucion como el habito externo de las rodofitas Gracilaria cornea
Montagne, Eucheuma isiforme y M. cylindrica. En adicidn, la disposicion y la forma de las células
corticales, asi como el habito terete, son caracteres morfoldgicos similares entre las especies T.
rhizoidea y M. cylindrica (Nunez-Resendiz et al. 2017b,c). En esta ultima, a través de un andlisis
emitido desde la genética de poblaciones, se evidencio la diferenciacion en dos grupos genéticos a
partir de poblaciones muestreadas en el litoral de Campeche con datos mitocondriales, aunque con
un laxo respaldo de la hipoétesis con datos moleculares plastidiales y morfologicos (Palma Ortiz et
al. 2017)".

Los ejemplos citados anteriormente hacen patente cierta incertidumbre en cuanto a la taxonomia,
sistematica, filogeografia y niveles de variacion y diversidad genética (microevolucién) al interior
de los representantes de la familia Solieriaceae en México, ya que existe escasa informacidén
referente al grupo (Nufiez-Resendiz et al. 2017a,b,c, Palma Ortiz et al. 2017). La identificacién
erronea de especies morfologicamente similares en la Peninsula de Yucatan ha llevado a una
estimacion de valores bajos de diversidad para la regién, por lo que una mayor cantidad de muestreo

y analisis desde las perspectivas mencionadas deberian ser llevadas a cabo, con el objetivo de

1 Esta cita refiere resultados preliminares de la presente tesis, publicados en 2017 (ver articulo en Anexo 6). La informacion
aqui presentada resulta complementaria.



esclarecer la diversidad taxondmica de la familia Solieriaceae para la region y particularmente en

las costas de Campeche (Nunez-Resendiz et al. 2017c).

Con el objetivo principal de la contribucién al conocimiento taxonomico del género Meristotheca en
Campeche, a través del estudio de las poblaciones de Meristotheca cylindrica, la realizacidén del
presente estudio se fundamenta en las siguientes cuestiones: la similitud morfolégica entre M.
cylindrica y otros representantes de Solieriaceae como Eucheuma sp., el habito aplanado inico entre
las especies del género y la divisién de la muestra en dos grupos morfoldgicos, basada en el patrén
y grado de ramificacidn del talo. El estudio provisto desde la genética de poblaciones, a través del
uso de dos marcadores extranucleares, permitird comparar la variacion y diversidad genética entre
las poblaciones que conforman a la especie, la segregacion de los individuos en distintos haplotipos
y la distribucion geografica de estos en la region y, finalmente, encontrar la relacion entre los grupos
genéticos y morfologicos, estos ultimos asociados con la variacion morfoldgica previamente

reportada.



2.  MARCO TEORICO

El conocimiento de la diversidad taxonomica tradicionalmente ha sido construido mediante el
analisis de la morfologia y la anatomia. Sin embargo, a través de la implementacion reciente de
herramientas moleculares, se han conformado diversos enfoques integrales como la genética de
poblaciones y la filogeografia, con la finalidad de documentar aspectos y mecanismos relevantes en
la evolucidn de los linajes tales como los procesos de especiacion, la distribucion de los individuos
en haplotipos y la interaccion de los mecanismos evolutivos a nivel poblacional (deriva génica,
seleccion natural, flujo génico, mutacion). A continuacion, se definirdn y contextualizaran en la

presente tesis tales elementos.

2.1 MODELOS DE ESPECIACION

La especiacion es cualquier proceso de divergencia que resulta en el reconocimiento de especies
taxonomicas a partir de distintos grupos de organismos; la formacidén de nuevas especies se explica
mediante factores intrinsecos (cambios genéticos, fisioldgicos o conductuales en los linajes) y
extrinsecos (atributos espaciales o geograficos que caracterizan la distribucion de los linajes)
(Fitzpatrick et al. 2008, Nunez-Resendiz 2015). Los modelos principales de interés en este trabajo
son los siguientes: 1) especiacion alopatrida, que consiste en la generacién de nuevas especies a
partir de poblaciones geograficamente aisladas, lo cual se produce por la disyuncidén o separacion
fisica de una poblacién ancestral en dos subpoblaciones cuya evolucion ocurre de manera
independiente (Mayr 1942, Morrone & Escalante 2012); 2) especiacion simpatrida, que es la
formacién de especies a partir de un mecanismo de aislamiento (v.g. barreras al flujo génico) entre
los miembros de una poblacion local con entrecruzamiento, lo cual ocurre en ausencia de
segregacion espacial o disyuncion geografica (Mayr 1942, Fitzpatrick et al. 2008, Morrone &
Escalante 2008).

2.2 CONCEPTOS RELEVANTES EN LA GENETICA DE POBLACIONES



La diversidad genética es el componente fundamental detras de la diversidad bioldgica, por lo que
su estudio provee importantes pistas acerca del entendimiento de los mecanismos que moldean la
variacion genética, sus patrones, niveles e historias evolutivas de los taxones, tanto a nivel
macroevolutivo como microevolutivo (Conklin et al. 2014, Guillemin et al. 2014, Muangmai et al.

2015, Nunez-Resendiz et al. 2016).

La genética de poblaciones es una disciplina que documenta la distribucion de la variacion genética
dentro y entre las poblaciones de una especie, ademas del estudio de los principales mecanismos
evolutivos (mutacion, flujo génico, seleccion natural y deriva génica) y su efecto en la estructura
genética poblacional (Brodie & Lewis 2007, Hartl & Clark 2007). A grandes rasgos, la genética de
poblaciones estudia la evolucion de las poblaciones a través de los cambios en las frecuencias
alélicas (aplicandose también a las sustituciones de nucle6tidos en secuencias de DNA); debido a
la causalidad generalmente aleatoria de estos cambios, la teoria utilizada en este campo se basa en
modelos estocasticos, como el modelo simple de poblacién de Wright-Fisher en el cual se idealiza
una poblacidn, con tamafio poblacional finito y constante, panmictica, con generaciones discretas
y carente de recombinacion, por lo que las desviaciones a modelos neutros como éste proveen las
herramientas para el estudio de la dindmica de los mecanismos evolutivos en las poblaciones (Hartl

& Clark 2007, Ramirez-Soriano et al. 2008, Crane 2016).

Una poblacion esta definida como un grupo local de individuos con potencial de entrecruzamiento,
coexistentes en tiempo y espacio (Brodie & Lewis 2007, Hedrick 2011, Nufiez-Resendiz 2015). Sin
embargo, las poblaciones naturales frecuentemente se subdividen en unidades mads pequefias
(subpoblaciones) debido a factores geograficos o ecoldgicos, por lo que la relacién genética entre
sus partes puede ser distinta: esta conectividad genética depende principalmente del flujo génico
efectivo establecido entre los subgrupos o subpoblaciones (Hedrick 2011). El flujo génico, segun
Endler (1977), es el movimiento de individuos entre grupos que deriva en intercambio génico
reflejado en Nm (nimero absoluto de migrantes por generacion) (Hartl & Clark 2007), concepto que
dista de aquellos de migracién y dispersion (Hedrick 2011). Cuando los estimados de flujo génico
son altos, la variacion genética en las subpoblaciones tiende a homogenizarse; en cambio, con
valores bajos de flujo génico, ciertos mecanismos evolutivos (deriva génica, seleccion natural e
incluso mutaciones) pueden conducir a la diferenciacién entre los subgrupos mediante una
distribucion diferencial de la variacion genética, lo que se denomina estructura genética (Hedrick

2011). El flujo génico es un componente principal de la estructura poblacional ya que determina



hasta qué punto cada poblacién local de una especie constituye una unidad evolutiva independiente
(Slatkin 1994).

La deriva génica es el muestreo aleatorio de gametos en cada generacion en una poblacion finita,
lo que resulta en una fluctuacion aleatoria de frecuencias alélicas a través de las generaciones y
también en la pérdida de variacidén genética; ocasiona el mismo efecto esperado en todo el genoma
y provoca la fijacion o eliminacién de los alelos en funcion de su frecuencia alélica inicial para
tamafios poblacionales relativamente pequenos. (Casillas & Barbadilla 2017, Hedrick 2011). En
general, se ha sugerido que los efectos de la deriva génica pueden contrarrestarse con la provision
de al menos un migrante por generacion (Nm=1 con F=0.20 y Nm=2 con F=0.11), aunque también
se considera que este numero debe ser mayor para una adecuada conectividad entre poblaciones

naturales (Hedrick 2011).

La seleccion natural es la reproduccion y supervivencia diferencial de entidades? al diferir en una o
mas caracteristicas, no debida a procesos estocasticos, por lo que también se define como la
contribucidn diferencial determinista de las distintas entidades a las generaciones subsecuentes, ya
que las diferencias usualmente son heredadas (Nature Scitable 2014). Este mecanismo evolutivo
genera cambios en las frecuencias relativas de tales entidades en funcidén de su adaptacion relativa
al interior de una poblacion (Eguiarte ez al. 2007), y en términos moleculares puede considerarse de

dos tipos segun la frecuencia de las entidades favorecidas:

La seleccidn positiva, direccional o adaptativa, es el mecanismo evolutivo mediante el cual
nuevos mutantes poseen adecuaciones mayores que el promedio de la poblacion, y sus frecuencias
se incrementan en la siguiente generacion; de manera similar, la seleccion balanceadora (o ventaja

del heter6cigo) promueve la diversidad genética (Eguiarte et al. 2007, Li 1997).

La seleccion negativa, purificadora o estabilizadora, estd caracterizada por los mutantes
novedosos que poseen adecuaciones menores al promedio de la poblacion y su frecuencia
disminuye en las siguientes generaciones: esta variante de seleccién disminuye o purga la diversidad

genética eliminando las variantes de la poblacion (Eguiarte et al. 2007, Li 1997).

Kimura (1968) estableci6 una de las bases mas importantes para la genética de poblaciones: la teoria

neutral de evolucion molecular, la cual implica que la gran mayoria de los cambios evolutivos, en

2 Entidades: Alelos, fenotipos, genotipos o subconjuntos de éstos (Nature Scitable n.d., Eguiarte et al. 2007)



una escala molecular, son generados a partir de mutaciones selectivamente neutras o casi neutras
al presentarse un efecto preponderante de la deriva génica en la estructura de las poblaciones (cuyo
tamafo naturalmente es finito), por lo que la probabilidad de fijacién de un gen mutante en la
poblacion es igual a su frecuencia inicial: nuevos alelos o variantes se producen a una tasa constante
por individuo al igual que son sustituidas en la poblacién mediante la evolucion. Por lo tanto, a
nivel molecular las variantes emergentes carecen de significado adaptativo: Los postulados de
Kimura (1968) nos permiten establecer qué patrones de evolucion de las secuencias se deben esperar
si existen desviaciones del modelo neutro originadas por la mutacion y la deriva génica sin la

participacion de la seleccion (Eguiarte et al. 2007).

El funcionamiento diferencial de los mecanismos evolutivos deriva en semejanzas o diferencias en
el tipo, la cantidad y los patrones de la variacién genética entre las poblaciones, lo cual es resumido

de manera simple en los siguientes supuestos, segun Hedrick (2011) (Figura 2):

1. Fragmentacion reciente 1. Aislamiento significativo
en dos poblaciones acompafiado de flujo génico

2. Flujo génico significativo despreciable entre
entre ambas poblaciones

3. Tamarios poblacionales 2. Deriva génica cuya accion
significativamente grandes ha provocado diferencias
que disminuyen los efectos sustanciales entre ambas
de la deriva génica poblaciones
4. Presiones selectivas 3. Presiones selectivas que
similares en loci anlogos act(ian en sentidos o sitios

entre ambas poblaciones diferentes en ambas
poblaciones

Poblaciones genéticamente
similares

seunsip
ajuaweanauab sauoloe|god

Figura 2. Efecto hipotético de los mecanismos evolutivos sobre la variacion genética presente en las poblaciones de una especie
(modificado de Hedrick 2011).

2.2.1 Polimorfismos de DNA: Parametros de diversidad y variacion genética



Un polimorfismo de DNA, etimologicamente definido como la propiedad de muchas formas, se
refiere a la existencia en una poblacidén de uno o mas alelos en un locus, asi como las diferencias a

nivel de nucleo6tidos posicionados en sitios homoélogos (Hamilton 2009).

El método mas sencillo y fundamental para cuantificar la evolucidén a nivel molecular es a través de
la comparacién de secuencias de DNA, lo cual se lleva a cabo en dos procesos: a) alineamiento de
secuencias, de tal manera que los sitios homologos entre las secuencias se alineen en las mismas
columnas, y b) la determinacién en posicidon y numero de los sitios variables (Hamilton 2009). Las
secuencias de DNA pueden diferir entre si debido a la sustitucion de nucleétidos en uno o mas
sitios, la cual ocurre en dos tipos: transiciones, en donde la sustitucién ocurre entre purinas-purinas
(A reemplazando a T o viceversa) o pirimidinas-pirimidinas (G reemplazando a C o viceversa) y
transversiones, en donde la sustitucion ocurre entre pirimidinas-purinas o purinas-pirimidinas (A
por C, Cpor G. A por Ty T por G, o viceversa en todos los casos) (Morrone 2013). A partir de la
comparacion de secuencias de DNA mediante un alineamiento multiple, se puede obtener una serie
de parametros o medidas que caracterizan los patrones del polimorfismo de DNA en una muestra,

los cuales se describiran a continuacion.

Diversidad nucleotidica (n) es el numero promedio de nucle6tidos distintos por sitio entre
dos secuencias de DNA tomadas al azar; es una medida independiente del tamafio de la muestra 'y
de la longitud del marcador, por lo que es una medida del polimorfismo de DNA 1til y comparable
entre distintos marcadores y poblaciones, incluso entre organismos de distintas especies (Eguiarte
et al. 2007, Kartavtsev 2015, Nei & Li 1979, Nei & Tajima 1981). La diversidad nucleotidica se

. : 1 . .
obtiene a partir de: T = 55—y Xi=1 X j>1 dij, donde i y j representan cada par de secuencias de DNA
2

a comparar, d; son las diferencias a nivel de nucleétido entre las anteriores y 7 es el tamafio de

muestra (Hamilton 2009, Nei & Li 1979, Nei & Tajima 1981).

Diversidad haplotipica (Hd o h): Es una medida de la singularidad de un haplotipo en la
poblacion, o la probabilidad de que dos haplotipos al azar sean distintos; es un equivalente de la
heterocigosis esperada y, al igual que ésta, presenta las mismas propiedades estadisticas y el valor
esperado bajo el modelo de alelos infinitos (Kartavsev 2015, Nei 1987, Nei & Tajima 1981). A partir
de una muestra de n secuencias, con / haplotipos y una frecuencia de muestreo x; del iésimo

n(1-3l, x?)

haplotipo, se obtiene la diversidad haplotipica mediante: h = )

(Nei & Tajima 1981).



Theta (0): Estima la proporcion esperada de sitios nucleotidicos polimorficos en la muestra
(Watterson 1975). Este parametro se puede obtener de dos maneras: 1) a partir del nimero de sitios
segregantes, 8 = S/a, donde a=Y,1-/' 1/i y n=tamafio de la muestra o el nimero total de secuencias;
2) a partir del desajuste nucleotidico, que bajo el modelo de sitios infinitos es igual a theta (6=[])
(Hartl & Clark 2007, Watterson 1975).Segin Hartl & Clark (2007), el desajuste nucleotidico (I, k)
es el namero de sitios en la muestra que difieren en la comparacion de cada par de secuencias y su

proporcion entre el total de las comparaciones; al eliminar la limitacién de la longitud de las
secuencias y expresar a S y [ | como una proporcion del total de sitios, se establece que m = %, donde

L=longitud de las secuencias.

Proporcion de sitios segregantes (Ps o S*): Detalla la relacién entre nimero de sitios
segregantes (S) y el total de sitios comparados en una secuencia (), por lo que Ps=S/N (Hedrick
2011). Debido a que no se tiene un consenso en el establecimiento de un simbolo para este

parametro, también se denomina polimorfismo nucleotidico sensu Hartl & Clark (2007).

Analisis de haplotipos. Un haplotipo es un grupo particular de genes heredado en conjunto
a partir de un organismo parental (Editorial Board 2012). Este término es una contraccién de
“genotipo haploide”, en donde “haploide” describe la ploidia “n” o un juego tnico de cromosomas
por célula, por lo tanto, una copia de un gen por locus; “genotipo” se refiere al conjunto de genes
de un organismo y su composicion genética en un locus especifico o en loci determinados (Editorial
Board 2012, Nature Scitable 2014). En funcion de las conexiones por pasos mutacionales con otros
haplotipos, su frecuencia, su ubicacion en los cladogramas y su presencia en # poblaciones, se
distinguen varios tipos de haplotipos: ancestrales, los cuales generalmente reunen aquellas
secuencias representadas con mayor frecuencia en la muestra y presentan mayor conexion a traveés
de pasos mutacionales con otros haplotipos; unicos, representados por un solo organismo o
restringidos a una poblacion; compartidos, conformados por individuos de distintas poblaciones;
terminales, aquellos con una sola conexion con otro haplotipo a través de un paso mutacional;
internos, aquellos con mas de una conexién mutacional; no muestreados o extintos, los cuales se
representan como un paso mutacional inmediato entre haplotipos y no forman parte del conjunto

de secuencias original (Crandall & Templeton 1993, Clement ez a/. 2000, Nufiez-Resendiz 2015).

A partir del analisis de los haplotipos presentes en una poblacion se pueden obtener parametros de

interés como la diversidad haplotipica (Hd, mencionada anteriormente) y el nimero de haplotipos



en el total de la muestra y por poblacion (Hr y H, respectivamente); sin embargo, también es posible
la construcciéon de arboles de parsimonia, los cuales se representan de manera grafica como redes
de haplotipos: estas se definen como el conjunto de nodos que trazan las relaciones evolutivas entre
los haplotipos contemplados (Nunez Resendiz 2015). Existen distintos métodos para su realizacion;
sin embargo, uno de los mas utilizados es el de la parsimonia estadistica, ya que es el mas adecuado
para la evaluacién de la robustez de la hipotesis a partir de datos con pocos sitios
parsimoniosamente informativos (Nufiez-Resendiz 2015, Templeton et al. 1992). Las redes
haplotipicas mediante parsimonia estadistica arrojan el agrupamiento de secuencias en conjuntos
de haplotipos separados, conocidos también como grupos genéticos, los cuales consisten en
haplotipos cercanamente relacionados y conectados por pasos mutacionales libres de homoplasia
(Nunez-Resendiz 2015, Thormann et al. 2016). Debido a que en este tipo de reconstruccién
filogenética intraespecifica es impractico el enraizamiento de los arboles por la similitud entre sus
partes, se opta por la eleccion de aquel haplotipo que mejor represente al grupo externo con base en
tres criterios: mayor antigiiedad, mayor frecuencia en las subpoblaciones y mayor numero de

conexiones con otros haplotipos; de esta manera, su peso como grupo externo se define en funcién
. . , . . ni . - ey
de su frecuencia como p(haplotipo i mas antiguo) = - le la probabilidad de que el iésimo

haplotipo con frecuencia #; sea el de mayor antigiiedad en la muestra de tamafio #» (Crandall &

Templeton 1993).

Es importante resaltar que el andlisis de parsimonia estadistica, a través de la estructuracién de las
muestras de interés en grupos genéticos, constituye uno de los distintos criterios de delimitacion
molecular de especies, entre los que se incluyen los métodos de distancia, el modelado mixto
generalizado Yule-coalescente (GMYC) y el modelado de procesos de arboles de Poisson (PTP),

los cuales complementan los estudios de diversidad especifica segin Thormann ez al. (2016).
2.2.2 Parametros de diferenciacion y estructura genética

Debido a que no siempre es posible obtener estimados directos de flujo génico o del grado de
divergencia entre las subpoblaciones, v. g. registros de natalidad y analisis de parentesco, se han
utilizado medidas indirectas obtenidas a partir del andlisis de los marcadores moleculares, como las
distancias genéticas y los estimados de diferenciacion genética, los cuales son utiles para confirmar

observaciones no concluyentes de los fendmenos en las poblaciones naturales y evaluar el impacto



de la distribucion geografica en la estructura de las mismas (Hedrick 2011). Los parametros mas

utilizados son los siguientes:

Estadisticos F de Wright (1951). Sewall Wright desarroll6 tres coeficientes (Fsr, Fir y Fis)
utilizados para determinar la variabilidad al nivel poblacional total (T), en subpoblaciones (S) e
individual (I) (Hedrick 2011, Wright 1951). Fsr, también conocido como indice de fijacion, es una
medida de la diferenciacion genética entre subpoblaciones; Fis y Fir cuantifican desviaciones del
equilibrio de Hardy-Weinberg en las subpoblaciones y en el total, respectivamente, indicando una
deficiencia de heterocigos con valores positivos y viceversa (Hedrick 2011). La comparacién de los
distintos niveles de jerarquia, basados en los estadisticos F, origina las variantes observadas como
Fsr (subpoblaciones S con relacion a los agregados regionales R) o Frr (agregados regionales R
respecto del total T); sin embargo, generalmente el nivel ST es el nivel mas inclusivo en la
subdivision de las poblaciones (Hartl & Clark 2007). Wright (1978) provee una interpretacion de
los distintos intervalos para el valor del Fsr o indice de fijacion: 0-0.05 indica poca variacion
genética; 0.05-0.15 indica moderada diferenciacion genética; 0.15-0.25 indica gran diferenciacion
genética, y >0.25 indica bastante diferenciacion genética (Hartl & Clark 2007). De esta manera, en
casos extremos de aislamiento y estructura entre subpoblaciones, los valores del numero de

migrantes y el indice de fijacion son Nm=0 y Fsr=1, respectivamente.

Estadisticos ® de Excoffier er al. (1992). Analogos a los estadisticos F, se utilizan los
estadisticos @ (Ppr, Prr ¥ Prr), que reflejan la correlacion entre la diversidad haplotipica en
distintos niveles de subdivisidon jerarquica; de manera concreta, ®pr provee un estimado de la
proporcién de varianza genética de los individuos al interior de las poblaciones respecto a la
varianza total, ®yr detalla la correlacién de individuos dentro de una region respecto al total, y
finalmente ®py sefiala la correlacién de los individuos al interior de las poblaciones respecto a la

region (Excoffier et al. 1992, Peakall et al. 1995, Flanagan et al. 2006).

Los estadisticos de diferenciacion y estructura usualmente se obtienen al realizar un andlisis de
varianza molecular (AMOVA), el cual permite la particion jerarquica de la variacién genética entre
poblaciones y regiones a partir de una matriz del cuadrado de las distancias entre todos los pares de
haplotipos, y que ademas utiliza un enfoque permutacional para evaluar la significancia estadistica
de los componentes de la varianza y los estadisticos @ (Excoffier ez al. 1992, Peakall ez al. 1995). Las
pruebas de significancia parten de la hipotesis nula de que no existe estructura genética en los

respectivos niveles jerarquicos (®pr=0, Prr=0, Ppr=0) y generalmente se utilizan 1000



permutaciones (Flanagan et al. 2006). A partir del estimado de ®pr determinado mediante un

AMOVA, es posible obtener un estimado indirecto de flujo génico en genoma haploide, a través de

la siguiente ecuaciéon: Nm= I/ ‘DP )1 (Peakall & Smouse 2006, 2012).

Prueba de Mantel (1967). El objetivo de este método es evaluar la significancia estadistica
de la relacién existente entre la distancia geogréfica y la divergencia genética entre poblaciones, a
partir de la asociacion de dos matrices con datos geograficos y datos de diferenciacion o distancias
genéticas (Mantel 1967, Diniz-Filho et al. 2013, Nunez-Resendiz 2015). La ecuacion original de la
prueba de Mantel es la siguiente: Z,,, = Y7'-; 27 i=19ij dij, donde g;y d; son las matrices de distancias
genéticas y geograficas, respectivamente, considerando 7 poblaciones, por lo que Z,, es dependiente
de la cantidad de poblaciones estudiadas y la magnitud de las diferencias (Mantel 1967, Diniz-Filho
et al. 2013). La estandarizacion de las matrices previa a la prueba de Mantel (media aritmética de

_ Xixj(9ij-6)(di;-D)
[var (G)var (D)]

cero, varianza de 1), o la utilizacion de la ecuacion estandarizada Zy = , arrojan un

valor de correlacion de Mantel tal que Z,=Zy, ambos valores a su vez iguales al coeficiente de
correlacion de Pearson (7) que aplicado a la genética de poblaciones se denomina correlacidon de
Mantel (7,) (Diniz-Filho et al. 2013). Valores estadisticamente significativos cercanos a 1 indican
que el incremento en distancia geografica entre las poblaciones 7 y j esta relacionado con un
incremento en la diferenciacidn o distancia genética entre las mismas, 7.e., proporcionalidad directa;
los valores cercanos a -1 indican el patrén opuesto, i.e., proporcionalidad inversa; valores cercanos

a cero indican que no existe relacion lineal entre las matrices (Diniz-Filho et al. 2013).

Distancias genéticas. Un enfoque alternativo comunmente utilizado para cuantificar el
grado de diferenciacion entre grupos o especies, esta constituido por las distancias genéticas: estas
consolidan grandes cantidades de datos asociados a distintos loci y poblaciones en proporciones
que ayudan a visualizar las relaciones generales entre poblaciones (Hedrick 2011). A nivel de
nucleotidos, el numero total de sitios variables entre dos secuencias de DNA dividido entre el
numero total de sitios comparados arroja la proporcién de sitios distintos, denominado p-distances
(distancias p), una medida basica de los eventos evolutivos ocurridos desde que dos secuencias de
DNA descendieron de una ancestral en comun, cuando atn eran copias idénticas de la secuencia
original; de esta manera, la distancia p entre dos secuencias muestreadas a partir de poblaciones
totalmente independientes incrementara en el tiempo debido a que las sustituciones en cada
poblacion reemplazaran al nucle6tido originalmente compartido a través de la identidad por



descendencia (Hamilton 2009). Estas distancias genéticas pueden ser representadas a través de
matrices, ya que surgen de la comparacion entre dos secuencias, y posteriormente transformadas a

porcentajes.
2.2.3 Pruebas de neutralidad selectiva e historia demografica

La relacion entre los parametros que afectan la variacién genética (v.g. S, m, 8) ocurre bajo un
modelo y una serie de supuestos en los que ocurre la evolucidn en las secuencias de DNA. El modelo
mas simple es el modelo de sitios infinitos (ingl. ISM, Kimura 1969), en el cual las secuencias estan
constituidas por un numero infinito de sitios nucleotidicos sin recombinacion, con sustituciones
selectivamente neutrales ocurridas en distintas posiciones; eventualmente la poblacion alcanza un
equilibrio en el que S y © son constantes (Hartl & Clark 2007). Las diferencias entre los estimados
de los parametros de variacidon genética constituyen un criterio para detectar desviaciones al
equilibrio logrado bajo el modelo de sitios infinitos, lo cual deriva en la deteccion de ciertos tipos
de seleccion o eventos demograficos (Eguiarte 2007, Fu & Li 1993, Hartl & Clark 2007, Ramirez-
Soriano et al. 2008). Los estadisticos que a continuacion se detallaran se dividen en dos categorias
seguin Ramirez-Soriano et al. (2008): a) clase I, estadisticos que se basan en la frecuencia de las
mutaciones y en las diferencias entre estimadores de la tasa de mutacion poblacional (6=4N.u para
loct autosémicos y 6=2N.u para haploides (Fu 1997), donde N.=tamafio efectivo poblacional y
p=tasa de mutacion de determinado gen) como D de Tajima, F y F* de Fu & Li; b) clase II,
estadisticos basados en la distribucidon haplotipica, los cuales se muestran mas afectados por la
recombinacion, como Fs de Fu. Es importante destacar que, debido a la distribuciéon de los
estimados, el limite inferior o izquierdo corresponde con crecimientos en el tamafio poblacional y
la mayoria de los cuellos de botella, en tanto que el limite superior o derecho corresponde con
disminuciones en el tamafio poblacional o cuellos de botella sucedidos recientemente (Ramirez-

Soriano et al. 2008).

D de Tajima (Tajima 1989). A partir de las maneras mencionadas en las que se obtiene el
valor de 0, tanto del nimero de sitios segregantes como del desajuste nucleotidico, Tajima (1989)
propuso que la diferencia entre el estimado de theta en ambas ecuaciones podria ser utilizado como
un test de bondad de ajuste al modelo de sitios infinitos. Esto radica en que el numero de sitios
segregantes difiere del promedio de desajustes nucleotidicos al ser indiferente a las frecuencias

relativas de los nucle6tidos polimoérficos en un sitio (Hartl & Clark 2007). La estimacion del



parametro D segin Tajima (1989) y Hartl & Clark (2007) se obtiene de esta manera: D = \/%,

en la que cada elemento se ha descrito anteriormente. Segun Hartl & Clark (2007), al estimar el

parametro D pueden ocurrir 3 casos:

e D=0, si n-S/a=0 por tanto =0, por lo que se ajusta al modelo de sitios infinitos o las
diferencias son estadisticamente no significativas.

e D adquiere valor positivo y las frecuencias de los nucle6tidos polimorficos son casi iguales,
por lo que este patron incrementa el numero promedio de diferencias pareadas sobre la
expectativa neutral (n-S/a es positivo, por lo que ©>86) (Hartl & Clark 2007). Se sugiere un
tipo de seleccién balanceadora (genotipos heterdcigos se favorecen) o diversificadora
(genotipos poco comunes se favorecen), al igual que la hipétesis de que la poblacidn se formo
a partir de la reciente union entre dos poblaciones.

e D adquiere valor negativo y las frecuencias de los nucleétidos polimorficos son muy
desiguales, con un exceso en la frecuencia de la variante mas comun y bastantes sitios con
variantes poco representadas, lo que ocasiona un decrecimiento de la proporcidén de
diferencias pareadas (n-S/a es negativo, por lo que n<86) (Hartl && Clark 2007). Se sugiere
la seleccion contra genotipos con mutaciones deletéreas (purificadora), poblaciones en

expansion o un evento reciente de cuello de botella (Tajima 1989, 1993).

Los intervalos de confianza para el valor de D en funcion del tamafio de la muestra () se pueden
obtener a partir de la tabla 2 de Tajima (1989), lo que proporciona un soporte estadistico en el
rechazo o no rechazo de la hipotesis nula (desviaciones estadisticamente no significativas bajo los

supuestos del ISM) (Tajima 1989, 1993).

F* de Fu & Li (1993). Este parametro esta basado directamente en la coalescencia y en
ausencia de recombinacion, por lo que Fu & y Li (1993) propusieron un enfoque distinto al
estadistico anterior en el que las mutaciones son clasificadas segun su ubicacion en una genealogia
de secuencias: las mutaciones externas (1.) ocurren en ramas externas y las mutaciones internas (1);)
en ramas internas, de manera que las mutaciones antiguas tienden a aparecer en las partes profundas
y las mutaciones novedosas en las partes mas recientes, por lo que esta prueba se basa en la
comparacion del numero de mutaciones externas e internas con sus valores esperados bajo

neutralidad para detectar seleccion natural asi como en la correlacion existente entre el numero de



mutaciones totales () y m,. En este estadistico, se compara el nimero de mutaciones singleton® (ns)
y el promedio de la diferencia pareada entre secuencias, tomando en cuenta datos intraespecificos

solamente (F*) o con la adicién de un grupo externo (F) (Ramirez-Soriano ez al. 2008), por lo que
n-—1

se estima de la siguiente manera: F *= \/n:”l (Fu & L1 1993). Aunque un exceso de singletons
V(T-ns=)

pueden ser el resultado de expansiones poblacionales recientes, se sugiere que estas mutaciones
representan variantes deletéreas sostenidas en bajas frecuencias por seleccion (Hartl & Clark 2007).
En presencia de seleccion negativa o purificadora, habra un exceso de mutaciones en las ramas
externas debido a la presencia de mutaciones deletéreas en bajas frecuencias; sin embargo, el exceso
de mutaciones también ocurrira en presencia de mutaciones ventajosas recientemente fijadas en la
poblacién. Por otro lado, en presencia de seleccion balanceadora se observara una deficiencia de

mutaciones en las ramas externas (Fu & L1 1993).

Fs de Fu (1997). Este estadistico se basa en el numero distinto de haplotipos en la muestra,
partiendo del supuesto de que p(k|6) como la probabilidad de tener £ haplotipos en una muestra de
n secuencias dado 6; en una muestra con k, haplotipos y el promedio de diferencias nucleotidicas
entre dos secuencias como 0,, se define S’=p(k<k|6=60r) como la probabilidad de tener no menos
de ko haplotipos al azar, siendo 6=n (Fu 1997, Ramirez-Soriano et al. 2008). En una muestra con
exceso de mutaciones, 8 estimado en 0, serda menor que su valor en el numero de haplotipos (8,),

por lo que S’ puede ser un buen indicador de mutaciones recientes y al aplicar el In, se obtiene el
, S . . .
estadistico Fszln(l_—'sl) (ver ecuaciones en Fu 1997). Fs tiende a ser negativo con un exceso de

mutaciones recientes (de ahi un exceso en el numero de haplotipos), por lo que la simple obtencion
de valores elevados negativos sirve como evidencia contra la neutralidad de las mutaciones
indicando una reciente expansion poblacional; por lo tanto, la prueba se basa en un solo limite o
via, en donde el estimado positivo evidencia una deficiencia de variantes, como lo esperado en
reducciones recientes del tamafio poblacional (cuellos de botella) o a partir de seleccion
balanceadora (Fu 1997).

3 Mutacién singleton: En un sitio, es la mutacién ocurrida solo una vez entre todo el grupo de secuencias que constituyen
la muestra (Fu & Li 1993).



Cabe destacar que las pruebas mencionadas (F* de Fu & Li, D de Tajima) no distinguen claramente
entre los eventos de seleccion natural y los eventos demograficos (expansion-contraccion en tamafio
poblacional, cuellos de botella, subdivision poblacional) al tratarse de analisis de un solo locus, por
lo que se sugiere el analisis de dos o mas loci: la seleccion natural acttia en locus especificos, en
tanto que los eventos demograficos actian de manera similar en todo el genoma (genes y regiones)
ocasionando desviaciones significativas a lo esperado bajo neutralidad en los parametros ya
mencionados (Tajima 1993, Ramirez-Soriano et al. 2008). Sin embargo, Ramirez-Soriano et al.
(2008) evidenciaron un mayor poder estadistico de Fs de Fu ante eventos demograficos que los

estadisticos mencionados, aunque se afecta en gran medida en presencia de recombinacion.

A manera de resumen, se presenta una recapitulacion de los distintos parametros utilizados en el
presente trabajo de tesis, divididos en tres categorias: variacion y diversidad genética, estructura y

diferenciacion, y pruebas de neutralidad selectiva e historia demografica (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen de los principales parametros utilizados en la genética de poblaciones (modificado de Casillas & Barbadilla
2017, Ramirez-Soriano et al. 2008).

Medida o parametro Descripcion Referencia(s)

A) Medidas de variacion y diversidad genética

Numero de nucleétidos segregantes

S » Nei (1987)
por sitio
Relacién entre el namero de sitios
Ps, S* segregantes y el total de sitios de la Hedrick (2011)
muestra
Hd, h Probabilidad de qge.dos haplotipos Nei & Tajima (1981)
al azar sean distintos (=Hg)
Diversidad nucleotidica: nimero Nei & Li (1979)
T promedio de nucledtidos distintos
por sitio entre dos secuencias al azar Nei & Tajima (1981)
p on de siti limorfi
P roporcion de sitios polimorficos Watterson (1975)

esperados (= bajo neutralidad)

B) Medidas de diferenciacion y estructura

Medida de la diferenciacion
F . . Wright (1951
ST genética entre subpoblaciones right ( )

Correlacién de la diversidad Excoffier et al. (1992)
Estadisticos @ haplotipica en distintos niveles de
subdivision jerarquica Peakall et al. (1995)




Estructuracion de la variacion
Prueba de Mantel genética en el espacio geografico Mantel (1967)

C) Pruebas de neutralidad selectiva e historia demografica

Comparacion entre los estimados de

D de Taji . Taji 1989
€ ~ajma 7y 6 en funcién del modelo neutral ajima ( )
Comparacion entre el nimero de
F* de Fu & Li mutaciones singleton y la diversidad Fu & Li (1993)
haplotipica
Basado en la distribucion de
Fs de Fu muestreo de Ewens, toma en cuenta Fu (1997)

el nimero de haplotipos en la
muestra y su comparacion con ©

2.3

Los marcadores moleculares son biomoléculas (DNA, proteinas) asociadas con un rasgo genético
y una region particular en los distintos genomas (Nufiez-Resendiz 2015). En funcion de su
variacion, un marcador monomorfico es invariable en todos los organismos estudiados, mientras
que se habla de un marcador polimorfico cuando se presentan diferencias en caracteristicas tales

como el peso molecular, actividad enzimadtica, sitios de restriccion o conformacion estructural

HERRAMIENTAS MOLECULARES EN LA DETERMINACION DE LA VARIACION GENETICA EN

ALGAS

(proteinas o 4cidos nucleicos) (ibid.).

En estudios microevolutivos de indole filogeografica y de genética de poblaciones se han empleado
distintos marcadores moleculares para la evaluacion de la diversidad y variacion genética de
especies con poca o alta plasticidad fenotipica (Graur & Li 2000, West-Eberhard 2003). Nufiez-

Resendiz (2015) resume los principales marcadores utilizados en algas rojas y el enfoque aplicado

en la literatura (Tabla 2).

Tabla 2. Principales marcadores moleculares utilizados en estudios filogenéticos y microevolutivos de especies de algas rojas

(modificado de Nuiiez-Resendiz 2015 y Diaz-Larrea et al. 2015).

Marcador

Genoma molecular Referencia Enfoque utilizado
Guillemin et al. 2008;
Nunez-Resendiz et al. Variacién genética
Cloroplasto Espaciador de RuBisCo 2015, 2016; Palma et al. estructura y ﬁlogeogréfia
2017; Zuccarello et al.
2005




Destombe ez al. 2010;
Palma ez al. 2017; Pareek

Espaciador de cox2-3 et al. 2010; Garcia- Variacion genética,
Rodriguez et al. 2013; estructura y filogeografia
Mitocondria Nurfiez-Resendiz et al.
2015
Yang et al. 2008, 2015; Sistematica filogenética,
ColI Yow et al. 2011, 2013; filogeografia, codigo de
Muangmai et al. 2015 barras

Sistematica filogenética y

Nucleo ITS Goff et al. 1994 . "
variacién genética

El empleo de los marcadores moleculares, en combinacion con estudios de morfologia, ha
proporcionado evidencias sélidas para la soluciéon de conflictos de identificacién erronea de
especies, el hallazgo de nuevas especies o la solucion de complejos de especies cripticas (Diaz-
Larrea et al. 2015, Muangmai et al. 2015, Nunez-Resendiz et al. 2015, 2016).

Particularmente, la utilizacién de marcadores moleculares extranucleares a partir de secuencias de
DNA ha sido popular en el estudio de macroalgas marinas, debido a la facilidad y rapidez en la
obtencion de las secuencias, la reduccion de costos y su disponibilidad en bases de datos
especializadas; ademas, su resolucion y la variacion genética arrojada han sido tutiles en estudios
poblacionales y demograficos de algas rojas (Diaz-Larrea ef al. 2015, Nufiez-Resendiz et al. 2016,
Palma Ortiz et al. 2017, Zuccarello et al. 1999a,b). La aplicacidon de los marcadores moleculares en
estudios de diversidad genética y variacién en algas ha sido esencial, ya que provee mayor
conocimiento en materia de conservacion, administracién de recursos y seleccion de cepas para

cultivo en especies economicamente importantes (Yow ez al. 2013).

Marcadores moleculares empleados en el presente trabajo de tesis. Se seleccionaron marcadores
correspondientes a secuencias de regiones espaciadoras de dos genomas extranucleares haploides,
el cloroplasto (espaciador de Rubisco) y mitocondria (espaciador de cox2-3). La razon principal
radica en que las secuencias de DNA contienen mas informacién sobre la variacidon genética que
otros tipos de andlisis moleculares, como la electroforesis de proteinas, debido a que los
polimorfismos nucleotidicos son detectados incluso si forman polimorfismos sindnimos* o si estan

presentes en regiones no codificantes, ademas de que cada nucledtido puede ser tratado

4 polimorfismo sinédnimo: Cambio de nucledtidos presente en regiones codificantes pero que no deriva en el reemplazo del
aminoacido por la redundancia del cédigo genético (Hartl & Clark 2007).



individualmente en un conjunto de secuencias alineadas (Hartl & Clark 2007). De esta manera, la
variacion genética en secuencias de DNA es evaluada de acuerdo con el numero de sitios

nucleotidicos polimérficos presentes en un conjunto de secuencias.

Los espaciadores de DNA (ingl. Intergenic spacer, IGS) son secuencias de DNA no codificante que
separan copias de secuencias génicas codificantes; adquieren importancia en la estructura
cromosOmica y la regulacion génica, ademds de mostrar niveles de polimorfismo de secuencia
generalmente mayores que los de las regiones codificantes, por lo que son tutiles como marcadores

moleculares (Chavez 2006, Hedrick 2011).

Por otra parte, los genomas extranucleares (mitocondrial y plastidial) tienen caracteristicas
particulares que las hacen buenos candidatos para el andlisis en materia de genética de poblaciones,
sistematica y filogeografia: son de naturaleza haploide, por tanto carecen de recombinacién por
meiosis, y son de herencia uniparental (Zuccarello ef al. 1999a,b, Yow et al. 2011). A continuacidn,
se describird brevemente la funcion de las enzimas codificadas, separadas por las regiones en

cuestion, y algunas caracteristicas de estas ultimas.
* Region intergénica espaciadora de la Rubisco.

La ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco, EC 4.1.1.39), liasa, es la enzima que
interviene durante la principal reaccidon de reduccion de CO, en el Ciclo de Calvin-Benson-
Bassham: la unién de CO, al aceptor ribulosa-1,5-bifosfato (RuBP) que deriva en la formacién de 2
moléculas de 3-fosfoglicerato; esto es, la fijacion de carbono y la carboxilacién del aceptor RuBP
por su actividad carboxilasa (Andersson & Backlund 2008). De manera opuesta actia como
oxigenasa en el proceso de fotorrespiracion al fijar el O, en el mismo aceptor, RuBP, en forma de

glicolato y con la consecuente liberaciéon de CO, y energia (Koolman & Roehm 2005).

Estructuralmente, RuBisCO consta de dos subunidades (rbcL y 7bcS) transcritas en un mRNA de
aproximadamente 2.7 kb, los cuales estan separados por un espaciador cuya longitud fluctia entre
100 y 200 pb; en rodofitas, este gen en su totalidad esta codificado en el genoma plastidial, como se
reportd en Antithamnion sp. y Gracilaria verrucosa (Kostrzewa et al. 1990; Destombe & Douglas 1991;

Zuccarello et al. 1999D).

* Region intergénica espaciadora de cox2-3.



La enzima citocromo ¢ oxidasa (COX, EC 1.9.3.1), oxidorreductasa, es la enzima catalizadora del
paso final de la cadena respiratoria (Complejo IV); recibe electrones del citocromo ¢y los transfiere
al oxigeno molecular, el cual eventualmente se reduce en forma de agua y tiene como proceso

acoplado la produccion de ATP por la ATP sintasa (Koolman & Roehm 2005).

Estructuralmente, las subunidades 2 (cox2) y 3 (cox3) de la enzima citocromo ¢ oxidasa estan
separadas por un espaciador intergénico que varia en longitud, desde ~50 pb en Cyanidium sp. hasta

~190 pb en Porphyra sp. (Zuccarello et al. 1999a, Yow et al. 2011).

3. ANTECEDENTES
3.1 LA FAMILIA SOLIERIACEAE J. AGARDH, 1876

Solieriaceae es una familia de algas rojas marinas ampliamente distribuida en el mundo; con
alrededor de 20 géneros y alrededor de 90 especies taxonomicamente aceptadas (Guiry & Guiry
2018), por lo que constituye una de las familias de carragenofitas mas diversa del orden Gigartinales
(Fredericq et al. 1999, Nufiez-Resendiz e al. 2017a,b,c, Watt et al. 2003), conspicuas y
economicamente importantes (Freile-Pelegrin & Robledo 2006, 2008; Freile-Pelegrin et al. 2006).
Segun Guiry & Guiry (2018), los géneros aceptados subordinados a esta familia son los siguientes:
Agardhiella Schmitz, Betaphycus Doty, Eucheuma J. Agardh, Euryomma Schmitz, Flahaultia Bornet,
Gardneriella Kylin, Kappaphycus Doty, Lenormandia Montagne, Mammea J. Agardh, Melanema Min-
Thein & Womersley, Meristotheca J. Agardh, Neoagardhiella M.J.Wynne & W.R.Taylor,
Placentophora Kraft, Sarcodiotheca Kylin, Sarconema Zanardini, Solieria J. Agardh (género tipo),
Tacanoosca Norris, Gabrielson & Cheney, Tepoztequiella Nunez-Resendiz, Dreckmann & Senties,

Tikvahiella Kraft & Gabrielson y Wurdemmania Harvey.

Estructuralmente, todos los representantes de Solieriaceae se caracterizan por la presencia de una
médula filamentosa y una corteza pseudoparenquimatosa (Nufez-Resendiz et al. 2017a,b,c).

Ademas de la presencia de tetrasporangios zonados, esta familia se caracteriza por la formacion de



células auxiliares y carpogonios’ en ramificaciones distintas, por lo que la transferencia del nucleo
diploide hacia la célula auxiliar ocurre a través de estructuras largas tubulares denominadas
filamentos de conexion, caracter compartido con la familia Furcellariaceae; en adicidn, se presentan
cistocarpos® en los cuales el gonimoblasto’ se desarrolla internamente a partir de la célula auxiliar,
y a menudo se conectan con filamentos del gametofito masculino por medio de fusiones celulares

0 pit connections secundarias (Fredericq er al. 1999, Nufiez-Resendiz et al. 2017b).

Segin las caracteristicas del carposporofito® maduro, se hizo la distincién de dos grupos
morfologicos al interior de Solieriaceae: los géneros Betaphycus, Callophycus Trevisan, Eucheuma,
Kappaphycus, Melanema, Solieria, Reticulobotrys Dawson, Sarconema, Tacanoosca y Tikvahiella, los
cuales presentan una célula central unica de la cual derivan los filamentos diploides periféricos del
gonimoblasto, en tanto que los géneros Agardhiella, Anatheca F. Schmitz, Euryomma, Flahaultia,
Gardneriella, Meristiella Cheney, Meristotheca, Placentophora y Sarcodiotheca presentan una masa
pseudoparenquimatosa central de células estériles que origina los gonimoblastos periféricos (Nufiez-
Resendiz et al. 2017b, Watt et al. 2003).

Los representantes de esta familia se distribuyen ampliamente en aguas tropicales y templadas del
mundo (Nufiez-Resendiz ez al. 2017a,b,c). En los litorales de México se distribuyen 10 de los 17
géneros actualmente validos de la familia Solieriaceae, lo cual representa un 59% de diversidad
genérica a nivel mundial, mientras que a nivel especifico se han registrado 19 de las 89 especies
actualmente en uso (21%): 11 especies (12%) en litorales del Pacifico y 9 especies (10%) en litorales
del Atlantico; en particular, la Peninsula de Yucatdn es una de las regiones con la mayor riqueza
taxonomica en el pais, siendo Campeche uno de los estados con mayor numero de géneros (5) y
especies (7) registrados, por lo que en conjunto con la Peninsula de California son las areas con
mayor riqueza taxondémica a nivel nacional (Nunez-Resendiz er al. 2017b). Las siete especies
registradas en el estado de Campeche son las siguientes: Agardhiella ramosissima (Harvey) Kylin, A.

subulata (C. Agardh) Kraft & M. J. Wynne, E. isiforme, Kappaphycus inermis (F. Schmitz) Doty ex H.

5 Carpogonio: Estructura en la que se producen los gametos femeninos, denominada asi en el caso de las rodofitas.
Sinénimo de arquegonio (Carmona et al. 2004).

6 Cistocarpo: Estructura que comprende el carposporofito y cualquier cubierta o pericarpo que lo proteja (ibid.).

7 Gonimoblasto: Filamento que surge posteriormente de la singamia y que origina al carposporangio (ibid).

8 Carposporofito: Talo esporofitico que parasita al gametofito femenino. Es la generacidn esporofitica que produce
carposporas y dardn origen al tetrasporofito.



D. Nguyen & Q. N. Huynh, M. cylindrica, M. gelidium'y Solieria filiformis (Kiitzing) P. W. Gabrielson
(Callejas-Jiménez et al. 2005, Ortega et al. 2001, Nunez-Resendiz et al. 2017D).

Sin embargo, dados los limites morfologicos vagamente definidos entre las especies registradas para
la regién, y la inexistencia de trabajos de indole morfologica y taxondmica para Solieriaceae en
Meéxico, no existen argumentos suficientes para sostener los nombres incluidos en los listados
realizados en trabajos previos, por lo que se han hecho identificaciones erroneas o dudosas acerca
de nuevos registros, lo que en consecuencia conllevaria una estimacion equivoca de diversidad para

el pais (Nufiez-Resendiz 2017b).

3.2 EL GENERO MERISTOTHECA J. AGARDH, 1872

El género Meristotheca, cuya especie tipo es Meristotheca papulosa (Montagne) J. Agardh, se describio
en 1872 para agrupar a las especies M. papulosa (originalmente descrita como Kallymenia papulosa
Montagne) y M. duchassaingii J. Agardh (Agardh 1872, Faye et al. 2004). En la actualidad, se
registran 13 especies aceptados taxonoOmicamente: Meristotheca coacta Okamura, M. cylindrica, M.
dakarensis Faye & Masuda, M. decumbens Grunow, M. fergusonii Grunow ex Mazza, M. gelidium
(J.Agardh) E. J. Faye & M. Masuda, M. imbricata E. J. Faye & M. Masuda, M. papulosa, M. peltata,
M. polychotoma (Kiitzing) Millar, M. procumbens P. W. Gabrielson & Kraft, M. senegalense Feldmann
y M. tobagensis W. R. Taylor, mientras que las siguientes especies son consideradas sin6nimos
nomenclaturales: M. duchassaingii [sinonimo de Halymenia duchassaingii (J.Agardh) Kylin], M.
echinocarpa (Areschoug) E. J. Faye & M. Masuda y M. schrammii (P. Crouan & H. Crouan) J. H.
Price, D. M. John & G. W. Lawson [ambos sindnimos de M. gelidium], M. floridana Kylin y M.
gigartinoides A. B. Joly & Ugadim ex A. B. Joly et al. [ambos sinonimos de Agardhiella floridana
(Kylin) P. W. Gabrielsen ex Guimaraes & Oliviera], M. japonica Kylin (sinénimo de M. papulosa),
M. natalensis J.Agardh [sinénimo de Cryptonemia natalensis (J.Agardh) Chiang] y M. tasmanica J.
Agardh [sinoénimo de Austrophyllis harveyana (J.Agardh) Womersley & R. E. Norris] (Guiry & Guiry
2018, Faye ez al. 2004, Watt ez al. 2003).

Este género posee las siguientes caracteristicas vegetativas: talos de ~25 cm de altura; solitarios o
gregarios, psamofiticos o epiliticos; erectos, postrados o imbricado, sujetos al sustrato mediante un
disco basal principal o con discos secundarios; textura lisa, cartilaginosa, rigida o semirigida;

coloracién purpura o negruzca; sin calcificaciones; rotacién en 360° de las células periaxiales



alrededor a las células sucesivas de los filamentos del eje central (Figura 3); ramificaciones presentes,
escasas 0 abundantes; ramas transversalmente circulares (teretes o cilindricas) o complanadas;
apices agudos o redondeados; origen de ramificacion simpodial en uno o varios planos, siendo en
ejes y ramas principales opuesta, alternada o dicotdmica, mientras que en ramas derivadas la
ramificacion es opuesta en un plano (pinnada opuesta), alternada o subdicotémica; ramificaciones
carpogoniales con 3 células, ocasionalmente las células basales portan una célula estéril (Guiry &

Guiry 2018, Frey 2017, Nufiez-Resendiz ez al. 2017a ,Watt et al. 2003).

En cuanto a las estructuras reproductivas, se presentan tetrasporangios zonados en apices
productores de tétradas zonadas de meiosporas (Figura 3); gametofitos masculinos con nematecios’
espermatangiales en las ramificaciones carpogoniales; carposporofitos consistentes en una placenta
central formada a partir de la fusion parcial del gametofito y células del gonimoblasto, formados en
cistocarpos con pericarpo consolidado (Figura 3); carposporangios individuales, terminales y
liberados por el ostiolo del pericarpo; gametofitos monoicos con células espermatangiales formadas
en la superficie de nematecios carpogoniales (Frey 2017, Guiry & Guiry 2018, Leon-Alvarez ef al.
2017, Nunez-Resendiz et al. 2017a, Watt et al. 2003).

Anatomicamente, se muestra una meédula central, amplia, con filamentos angostos lateralmente
entrelazados por conexiones secundarias; la médula se rodea por una corteza interna compuesta de
células subisodiamétricas ovoides, elipticas, ovaladas o estrelladas, de mayor tamafio que las
medulares y que disminuyen en tamafio progresivamente hasta la corteza externa, la cual se

compone de células pequefias y pigmentadas (Figura 3) (Ledn-Alvarez et al. 2017, Watt et al. 2003).

% Nematecio: elevacién a manera de almohadilla que contiene estructuras reproductoras; es un soro especializado que
puede ocurrir en franjas (Carmona et al. 2004).



Figura 3. Fig. 3-4. Isotipo UAMIZ-1251. Corte transversal que muestra la médula filamentosa y la corteza
pseudoparenquimatosa. Barra de escala= 120 pm. Fig. 3-7. Vista de filamentos axiales paralelos al plano longitudinal del eje,
portando células periaxiales (pc) Filamentos medulares adventicios (cwf) atravesando el eje (UAMIZ-1251). Barra de escala =30
um. Fig. 3-9. Tetrasporangios divididos zonalmente comunicados mediante pit connections laterales a la célula parental (flecha)
(UAMIZ-1250). Barra de escala =20 pm. Fig. 3-12. Corte transversal que muestra cistocarpos inmaduros (UAMIZ-1246). Barra de
escala= 120 pm. (modificado de Nufiez-Resendiz et al. 2017a).

Las especies de este género se distribuyen ampliamente en el drea del Indo-Pacifico y a través de los
trépicos de ambos hemisferios (Frederiq et al. 1999, Nunez-Resendiz 2017a). En los litorales del
Golfo de México se han registrado tres especies del género Meristotheca: M. cylindrica, M. gelidium y

M. tobaguensis W. R. Taylor (Ortega et al. 2001, Faye et al. 2004, Callejas-Jiménez et al. 2005, Nufiez-



Resendiz et al. 2017a). Sin embargo, la inclusion de M. tobagensis W. R. Taylor en los registros para
esta localidad es cuestionable, ya que la identidad taxondémica de la especie no se ha resuelto via
sistematica filogenética y por el desconocimiento de una serie de caracteres morfoldgicos
reproductivos: complejo de células auxiliares, células estériles en ramas carpogoniales, el numero
de células en estas ultimas y la posicion de las pit connections, por lo que se propuso una
reexaminacién molecular del material tipo y la comparacién con secuencias de DNA con las
especies reportadas en el Golfo de México y el Caribe (Faye et al. 2004, Nufiez-Resendiz et al.
2017a).

Los estudios filogenéticos realizados tanto por Faye et al. (2004) como Nufiez-Resendiz et al. (2017)
han provisto hipotesis robustas acerca de las relaciones existentes al interior de Meristotheca, asi
como su posicion dentro de Solieriaceae (Figura 4). En ambos estudios, M. dakarensis aparece
consistentemente como el linaje mas antiguo por ser el grupo basal del resto de especies
involucradas, en tanto que M. cylindrica y las especies provenientes de los océanos Indico y Pacifico

conforman el grupo hermano del linaje proveniente del Mar Caribe, conformado por M. gelidium.
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Figura 4. Topologia bayesiana basada en secuencias de 7bcL para los representantes de Solieriaceae. Se muestran los valores de
probabilidad posterior (izquierda) y bootstrap (derecha) en cada rama, con asteriscos indicando el maximo valor de soporte
filogenético. Se indican las localidades y los nimeros de acceso al Genbank para cada secuencia. El recuadro indica el clado
conformado por las muestras de Meristotheca (recuperado de Nunez-Resendiz et al. 2017a).

3.2.1 Aspectos taxonomicos del género

Propuesta del género Meristiella Cheney. Debido a la importancia econdmica del género Eucheuma
por su contenido en carragenanos kappa e iota, y los subsecuentes estudios fisiologicos, bioquimicos
y taxondmicos realizados con mayor impetu en la regién del Atlantico occidental durante las
décadas de los afios 1970 y 1980, Gabrielson & Cheney (1987) consideraron la necesidad de

revisiones taxonomicas del género a partir de los resultados de diversos autores:

e Cheney & Babbel (1978) presentaron evidencia electroforética de que las cuatro especies de

FEucheuma reportadas en Florida [E. acanthocladum (Harvey) J. Agardh, E. gelidium (J. Agardh)



J. Agardh, E. isiforme y E. nudum J. agardh] conformaban dos grupos pareados, E. isiforme-E.
nudum 'y E. acanthocladum-E. gelidium, concluyendo que estas ultimas son manifestaciones de la
misma especie. Los valores de identidad genética al interior de los grupos mostraron diferencias
similares a las observadas en poblaciones intraespecificas, en tanto que entre los grupos se
arrojaron diferencias observadas intergenéricamente en la familia.

e Cheney & Dawes (1980) propusieron la exclusion de las especies E. gelidium, E. acanthocladum,
E. echinocarpum Areschoug y E. schrammii (P. et H. Crouan) del género Fucheuma aunque
mantenidas aun dentro de Solieriaceae, debido a la condicion de los cistocarpos: en las especies
de Eucheuma estan caracterizadas por la presencia de una célula de fusion central rodeada por
carposporangios y filamentos del gonimoblasto, mientras que en las especies excluidas el centro
de los cistocarpos esta caracterizado como una placenta celular.

e En 1982, Norris y Bucher, en estudios realizados en Belice, cuestionaron la posicién de E.
echinocarpum 'y E. schrammii en el género, incluso sugiriendo la asignacién de esta ultima en el
género Meristotheca por su similitud con M. papulosa en la anatomia de los cistocarpos maduros;
de manera similar, Schmitz en 1895 sugiere la exclusion de las especies E. chondriforme J.
Agardh, E. acanthocladum, E. echinocarpum, E. gelidium y E. schrammii asi como su transferencia
al género Meristotheca, aunque sin la provision de evidencia para tal efecto (Gabrielson & Cheney
1987).

Como resultado, se propuso el género Meristiella, cuya especie tipo es Meristiella gelidium (J. Agardh)
D. P. Cheney & P. W. Gabrielson, para la transferencia de las especies del Atlantico reportadas en
Florida y el Caribe previamente incluidas en el género Eucheuma: M. gelidium, M. echinocarpa 'y M.
schrammii, especies caracterizadas por los cistocarpos con placenta central y que en su momento no

fueron asignadas a Meristotheca por la circunscripcidn del género (Gabrielson & Cheney 1987).

El nombre genérico Meristiella deriva de las caracteristicas compartidas con los géneros Meristotheca
y Agardhiella. Segin Gabrielson & Cheney (1987), los caracteres compartidos con Meristotheca son:
la rotacion en 360° de las células periaxiales alrededor de las células sucesivas a los filamentos
centrales, la médula laxamente organizada y los cistocarpos placentados; sin embargo, la distincién
entre ambos géneros se hizo con base en los siguientes caracteres: 1) las ramas carpogoniales y las

células auxiliares se forman en porciones levemente erectas en la hoja'’ como ocurre en Meristotheca

10 Nematecio sensu Gabrielson & Cheney 1987 (Fredericq et al. 1999, Faye et al. 2004).



y en porciones no erectas en Meristiella, 2) la presencia de un complejo de células auxiliares en
Meristiella y su ausencia en Meristotheca, y 3) cistocarpos con paredes lisas en Meristotheca y con
espinas conspicuas en Meristiella (Faye et al. 2004). Por otra parte, los caracteres compartidos con
Agardhiella incluyen un complejo de células auxiliares, una médula laxamente organizada,
filamentos de conexién sencillos o dobles y cistocarpos placentados; sin embargo, difiere en la
rotacion de las células periaxiales. En resumen, Meristiella tiene como caracteres exclusivos la
presencia de espinas en los cistocarpos en desarrollo, la presencia del complejo auxiliar de células
especializadas con un tenido oscuro y adyacente a la célula auxiliar, ademas de tetrasporangios no

nemateciales (Fredericq ez al. 1999, Gabrielson & Cheney 1987).

Sinonimia con Meristotheca J. Agardh. Mediante estudios filogenéticos a partir de secuencias de
rbcL y datos morfoldgicos de géneros pertenecientes a la familia Solieriaceae, Fredericq et al. (1999)
determinaron complejos de especies entre los cuales se ubico el de Meristiella/ Meristotheca,
evidenciando en su interior la posicion basal del género Meristiella, ubicado en el Atlantico, y una
posicion terminal para las especies ubicadas en el Indo-Pacifico de Meristotheca (Figura 5A). Sin
embargo, la diferencia entre ambos géneros radicé solamente en su distribucion geografica, ya que
los caracteres originalmente utilizados para su diferenciaciéon presentaron dificultad para ser

confirmados y se sugirié que ambos géneros deberian ser fusionados (Faye ez al. 2004).

Con un enfoque similar, Faye et al. (2004), a partir de andlisis filogenéticos de maxima parsimonia
y maxima verosimilitud basados en secuencias de 7bcL tras la descripcion de la especie Meristotheca
dakarensis Faye et Masuda, indicaron la pertenencia de esta a un clado monofilético conformado
por especies ubicadas tanto en Meristiella como Meristotheca, mientras que un agrupamiento
parafilético con el reconocimiento de ambos géneros independientes (Figura 5B). De igual manera,
las caracteristicas anatomicas previamente utilizadas para diferenciarlos (la ausencia de nematecios
carpogoniales, la presencia de un complejo de células auxiliares y cistocarpos con espinas
conspicuas) se distribuyen de manera inconsistente entre especies del clado, y existe dificultad en la
determinacién de los estados de caracter tales como la relativa prominencia o indistinciéon de los
complejos de células auxiliares y el grado de “levantamiento nematecial”, por lo que tanto los
resultados morfolégicos como moleculares sugirieron que Meristiella debia ser subsumido en el
género Meristotheca reduciéndolo formalmente como sinonimia, con las nuevas combinaciones

binomiales como consecuencia.
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4. JUSTIFICACION

La Peninsula de Yucatan representa una region propicia para el establecimiento de diferentes
comunidades marinas de macroalgas bentdnicas, entre las que destaca la division Rhodophyta.
Dentro de esta, las familias Gracilariaceae y Solieriaceae son las mas conspicuas y economicamente
importantes. No obstante, han sido pocos los trabajos de variacion genética y filogeografia que se
han realizado con algas presentes en litorales mexicanos, como anteriormente se menciono con la
familia Gracilariaceae (Garcia-Rodriguez er al. 2013, Nunez-Resendiz et al. 2015, 2016) y
recientemente Solieriaceae (Palma Ortiz et al. 2017). En el estado de Campeche, los estudios
realizados de diversidad genética aplicados a recursos floristicos, se han enfocado mayoritariamente
en especies terrestres ornamentales, de consumo e importancia econémica asi como patogenos de

cultivos (Villalobos-Zapata & Mendoza 2010).

Aunado a lo anterior, por la morfologia similar que presenta con otras especies de Solieriaceae, la
posible relacion entre grupos genéticos y morfoldgicos, y por su potencial utilizaciédn como recurso
econdmico por su contenido en carragenanos, se considera importante la realizacion del presente
estudio, el cual constituye uno de los primeros trabajos de enfoque microevolutivo para Solieriaceae

en México, asi como para el género Meristotheca.

Preguntas de investigacion.

(Las poblaciones de Meristotheca cylindrica del litoral de Campeche constituyen una unidad
genéticamente homogénea, o existe diferenciacion genética significativa acompafada de estructura

poblacional?

Si existe tal diferenciacidon y estructura, ;se esperan bajos valores que contrarresten tal

heterogeneidad, i. e., parametros de flujo génico como el numero de migrantes por generacion?

(Es lineal la relacion entre la diferenciacion genética observada entre las poblaciones y la distancia

geografica que las separa?

(Qué mecanismos evolutivos han interactuado e influenciado la variacion genética y la dindmica

poblacional observada en el presente estudio?



(Existe una asociacién entre la variacion morfoldgica cuantitativa y los grupos morfologicos

basados en el patrén y grado de ramificacidon reportados en la descripcion de la especie?

(Existe relaciéon entre los haplotipos de ambos marcadores?

5. HIPOTESIS

Si las poblaciones de Meristotheca cylindrica proveen estimados de estructura y diferenciacion
genética significativas, asi como porcentajes elevados de distancias genéticas, entonces se presentan

entidades genéticamente diferenciadas en la especie.

Si la diferenciaciéon en grupos genéticos muestra relacién con las diferencias morfologicas
establecidas previamente, entonces puede plantearse la existencia de una especie distinta en

simpatria con M. cylindrica con habito similar y conectividad genética presente.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivos generales

- Determinar la variaciéon y diferenciacion genética al interior y entre las poblaciones de

Meristotheca cylindrica registradas en Campeche.
- Determinar la estructura y la distribucion de los haplotipos en el litoral de Campeche.

- Determinar si la variacion morfologica, los estimados de los parametros mencionados
(variacion, diversidad, diferenciacion, estructura) y los grupos de haplotipos encontrados,

son significativos para establecer entidades taxonémicas independientes.



6.2

Objetivos particulares

Obtener las secuencias nucleotidicas de las regiones espaciadoras de RuBisCo y cox2-3 en

individuos de las localidades muestreadas.

Obtener medidas de variacion y diversidad genética al interior y entre las poblaciones de la

especie en cuestion, generales y poblacionales, por cada marcador molecular.

Obtener los estimados de diferenciacion, estructura genética y flujo génico, generales y

pareados, por cada marcador.

Determinar si existe una relacion lineal entre la diferenciacion genética observada y la

distancia geografica existente entre las localidades muestreadas.

Determinar posibles eventos de historia demografica y neutralidad selectiva por cada

marcador.
Construir las redes haplotipicas mediante parsimonia estadistica por cada marcador.

Representar graficamente la distribucion y frecuencia de los haplotipos encontrados por

localidad/poblacion.

Ubicar sistematicamente a Meristotheca cylindrica mediante andlisis filogenéticos de inferencia
bayesiana y maxima verosimilitud con la incorporacion de secuencias de especies de la

familia Solieriaceae, por cada marcador.

Determinar distancias genéticas no corregidas (p-distances), generales y representativas, por

cada marcador.

Determinar la relacion entre caracteres anatomicos cuantitativos del talo y el patrén y grado

de ramificacién en los grupos a priori.

Determinar la relacion existente entre la variacidon morfoldgica y la variacién genética en

funcion de los grupos reportados previamente (genéticos y morfoldgicos).



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 CARACTERISTICAS GENERALES DEL AREA DE ESTUDIO

El estado de Campeche representa la transicion entre el Golfo de México y el Caribe mexicano al
localizarse entre los estados de Tabasco (al oeste) y Yucatan (al noreste); su zona costera esta
conformada principalmente por sedimentos de composicion calcarea (Pacheco-Cervera et al. 2009,
Lopez-Rosas er al. 2014). Segun las regiones ecologicas marinas definidas en las aguas aledafias al
subcontinente norteamericano, la zona se ubica en la provincia marina numero V (Banco de
Campeche), referente a las cuencas ocednicas, y la ecorregion marina de México de nivel II numero
14.1 (plataforma del Golfo de México sur), referente a los ambientes bentonicos (Lara-Lara et al.
2008). Los litorales del estado, cuya extension abarca 523 km proporcionales a 4.51% del total del
pais (Villalobos-Zapata & Mendoza 2010), comprenden dos regiones en la parte meridional del
Golfo de México: la costa Centro-Sur (que comienza en la Laguna del Ostidn, Veracruz, y finaliza
en la Laguna de Términos, Campeche) y la costa Noroccidental de la Peninsula de Yucatan (Ortiz-
Pérez & de la Lanza-Espino 2006). La primera region, costa Centro-Sur, colindante con Tabasco,
comprende sistemas deltaicos y estuarinos, con linea de costa baja y arenosa con islas de barrera
producto de una fuente constante de sedimentos retrabajados por las corrientes de deriva costera,
abarcando desde la desembocadura del rio Tonala hasta el complejo lagunar de Términos (Ortiz-
Pérez & de la Lanza Espino 2006, Lopez-Rosas et al. 2014). La segunda region, costa Noroccidental,
carece de drenaje superficial ya que el escurrimiento se lleva a cabo a través del drenaje subterraneo,
el cual se manifiesta en la llanura costera en forma de cenotes y/o petenes; ademas, dominan las
planicies de playas bajas acumulativas (Ortiz-Pérez & de la Lanza Espino 2006, Lopez-Rosas et al.

2014, Nunez-Resendiz 2015).

Existen dos corrientes marinas que intervienen en la dinamica del estado: a) la Corriente del Lazo,
que transporta aguas superficiales y transfiere aguas calidas subtropicales desde el Mar Caribe, a
través del Estrecho de Yucatdn, hacia el Golfo de México, tiene forma de herradura y fluye en el
sentido de las agujas del reloj (Mateo-Cid et al. 2013); b) Corriente del Noroeste, formada por
distintas corrientes y aquellas provenientes de la masa continental de EE. UU. y Canada, calidas 'y

secas en estio y frias y humedas en invierno, intervienen en la region (Villalobos-Zapata & Mendoza



2010). En general, al sur del Tropico de Cancer la vertiente del Golfo de México es mas humeda

que la del Pacifico, como resultado de la accion de los vientos alisios (Lara-Lara et al. 2008).

Desde la capa superficial hasta los 200 m de profundidad, se presentan temperaturas fluctuantes en
el mar, registrandose en intervalos desde 15 hasta 25°C en invierno por accion de los frentes polares
y “nortes”, en tanto que en verano se registran temperaturas de hasta 28°C debido a la influencia
de las corrientes calidas del Lazo y del Caribe, oscilando en su intrusion por el canal de Yucatan
(Mateo-Cid et al. 2013). Dado que la direcciéon e intensidad de la circulacidon costera presenta un
cambio estacional, no se presentan cambios repentinos en la temperatura de mar, por lo que se
establecen gradientes fisicoquimicos semipermanentes de salinidad, pH, oxigeno disuelto y materia
organica, principalmente debido al aporte de aguas epicontinentales y estuarinas propias de la zona

costera (Pacheco-Cervera et al. 2009).

7.1.1 Caracteristicas particulares y delimitacion de la muestra

La muestra se delimit6 a 45 individuos de Meristotheca cylindrica pertenecientes a cinco poblaciones,
en cinco localidades del litoral de Campeche, México, con sus respectivas caracteristicas (Figura 6,
Tabla 3): Isla Aguada (IA), Sabancuy (S), Punta Xen (PX-PCH), Bahia de Tortuga (BT) y Playa
Bonita (PB-H); se hizo la recoleccion durante el afio 2015 por personal del Laboratorio de
Macroalgas Marinas y Bentonicas de la Division CBS de la UAM Iztapalapa. Cada conjunto de

individuos por localidad se traté como una poblacion para efectos del presente trabajo.

Okm 100 200  300km
Peninsula de Yucatan
Golfo de J
México 7
Océano s
Pacifico MCa_rlbe
exicano
México 5
A ¢
1 Isla Aguada 2
2 Sabancuy 1 %. CampeChe
3 Punta Xen [/
4 Bahia de Tortuga ; 51
5 Playa Bonita \.1

Figura 6. Sitios de muestreo en el litoral de Campeche. Los puntos sefialan la posicion geografica de los sitios visitados y los
nameros corresponden con la localidad descrita (modificado de Nufiez-Resendiz ef al. 2017a, Palma Ortiz et al. 2017).



Tabla 3. Caracteristicas de las cinco localidades muestradas en el litoral de Campeche.

Localidad Fisiografia Tipo de oleaje Inc1dlelrllzc1a de Sitio ifﬁzgglco de Observaciones
Plava abierta Ambiente salobre, aun
¥ ’ . con aportes de agua
arenosa, de arena . Directa cuando .
ruesa y suelta ‘ Barrldo, la marea baja e Rocas sumergidas | dulce de la Lagur}a del
Isla Aguada & ’ intensidad L a 30 metro de Carmen. Poblaciones
bloques rocosos indirecta en . .
~ moderada. profundidad. de algas rojas
pequefios marea alta. . .
sumergidos limitadas a la orilla de
) la playa.
Bahlgosrt;:r(l)llle?errada Ambiente marino, la
disminuido J or la escollera impide el
resencia ge la intercambio de agua
g)scollera Plava En las paredes de dulce con el rio Santa
arenosa coﬁ ra}r; des Rompiente en la la escollera, a 50 Rosalia. Arribazones
& escollera y . metros de algales moderados, y
Sabancuy bloques de roca . Indirecta. .
sedimentaria barrido en la profundidad y en concentrados en la
aislados playa. arribazones cara izquierda de la
enterrados yue algales. escollera, de frente a
forman lagucilas mar abierto. Zona
internas fangosas muy nﬁﬁljﬁa ycon
con marea baja. )
Abundantes algas de
arribazon, en las que
predominan algas
. rojas carnosas
coﬁ;x)?:tl;rlrl::nte mayores a 15 cm de
marino. A ~20 Ilongltud‘
metros de la playa Mayontanarpente con
Playa de cantos . . : pastos marinos del
Punta Xen Barrido. Indirecta. En las cuerdas que 2 .
rodados. swietan las redes de género Thalasia, que
Ioi escadores v en forman monticulos de
102 arribazonZs ~50 cm de altura a la
aloales orilla de la playa lo
gaies. que agrega turbidez,
ademas de contener
restos de vegetacion
xerofita.
Ambiente Arribazones algales
completamente moderados pero
marino presentes en todo el
. fi inan 1
Las olas rompen Poblaciones de ano, pr.edorm an fas
. . algas rojas carnosas de
en la playa pero Indirecta, algas rojas i
. Playa arenosa, . . : las familias
Bahia de las poblaciones poblaciones creciendo sobre L
campo tortuguero . . Gracilariaceae y
Tortuga . de algas se siempre rocas aisladas L
protegido. 2 . Solieriaceae. Hay un
mantienen sumergidas. como cantos CAmDO tortugtero
sumergidas. rodados, a ~10 . p 8!
metros de la playa junto al l?alnearlc_). Las
a una profundida d’ poblaciones bajo el
delalsm agua forman un jardin
T siempre sumergido.
Plataforma rocosa
con grandes Directa cuando
planchas de roca . .
. . la marea baja, Ambiente
sedimentarias y .
las poblaciones completamente .
. cantos rodados, que Cubetazo o . . Zona privada y
Playa Bonita . de algas rojas marino, a 20-40 m -
forman una gran barrido. wedan aprox. Agua cerrada al publico.
diversidad de 4 Pprox. Agu
. expuestas sobre cristalina.
ambientes como
la plataforma.

pozas de marea y

canales.




Procedente al trabajo de campo, se dio el siguiente tratamiento a las muestras incorporadas: bajo el
microscopio estereoscopico, se removieron los epibiontes de cada individuo y un fragmento de las
porciones apicales de las ramas (~3 cm) se preservo en silica gel hasta la posterior extraccion de
DNA. El resto fue montado en papel de herbario, numerado e integrado a la coleccion de algas del
Herbario Metropolitano (UAMIZ) (Tabla 4). Todas las muestras fueron designadas con un numero

de campo y se afiadieron a una hoja de herbario con su respectivo numero de voucher (Tabla 4).

Tabla 4. Muestras y especimenes de Meristotheca cylindrica procedentes de las costas de Campeche. Se describen los datos de
localidad, coordenadas geograficas (latitud, longitud) y nimeros de herbario, asi como las claves de campo y laboratorio. UAMIZ
= Herbario de la Universidad Auténoma Metropolitana (modificado de Palma Ortiz et al. 2017).

Localidad Coogi;l;adas Nggﬁ;‘:ige Clave de campo liﬁ“‘;i(;l:izo
IA:3-10 E10
TA:1-1 E20
TA:1-3 E26
TA:3-9 E32
WaAgadaqa)  BSBBB panzp =
TA:3-11 E59
1A:2-6 E73
1A:2-7 E74
1A:2-5 E93
TA:2-8 E105
S:5-17 E2
S:2-6 E13
S:3-9 El4
S:1-4 E18
S:1-3 E23
Sabancuy (S) 18_'99 19 %1136567 UAMIZ-1246 S:5-18 E28
S: H29 E38
S:2-8 E58
S:1-1 E65
S:2-7 E98
S:2-5 E104

Punta Xen (PX) 19.1391667 UAMIZ-1252 PX:1-13 Ell



-91.96361111 PX:1-2 E34

PX:2-4 E41
PX:1-1 ES2
PX:1-14 ICH44
PX:1-15 ICH45
PX:1-16 ICH46
PX:H10 E3
PX:H21 E44
PX:H22 E54
BT:92-12 92-12
BT:92-16 92-16
Bahia de Tortuga 19.3597222 UAMIZ1249 BT:92-13 92-13 (834)
(BT) -90.70972222 BT90.15 o215 336
BT:93-1 93-1 (838)
BT:93-2 93-2 (839)
PB:H6 E1l
PB:H70 PBH70
PB:H5 E75 (H)S)
Playa Bonita (PB) 1?92)965 15 ;— g 6 UAMIZ-970 PB:H42 PBH42
' PB:H49 PBH49
PB:H51 PBH51
PB:H52 PBH52
PB:H53 PBH53

7.2  ANALISIS MOLECULAR

Las muestras previamente clasificadas se sometieron a una serie de procedimientos, que incluyen
aquellos procedimientos concernientes a la extraccion del material genético (DNA) y la
secuenciacion de las regiones de interés, asi como un breve analisis morfologico a partir de datos

cuantitativos.



7.2.1 Extraccion de DNA. Se realiz6 a partir de 5-10 mg de tejido seco, previamente etiquetado y
almacenado a temperatura ambiente con silica gel, gracias a la utilizacion del kit de extraccion de
Qiagen, DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, California USA) segun la técnica descrita por
el fabricante, con modificaciones menores al afiadir una centrifugacion por 1 minuto a 8000 rpm
después de agregar por segunda vez el amortiguador AW2, y un aumento en el tiempo de
incubacion con amortiguador AE de 5 a 30 minutos (Figura 7, Anexo 1). Se asigno6 una clave de

laboratorio por individuo.

Colocar tejidos en
microtubos de 1.5 pL;
triturar con ayuda de un
pistilo.

Transferir el liquido a un
nuevo microtubo sin tocar
la pastilla. Afiadir 1.5
volumenes del
amortiguador AW1y
mezclar por pipeteo.

Anadir 400 uL del
amortiguador AP1y 4 pL
de RNAasa A. Mezclar en

vortex e incubar a 65°C
durante 30 minutos. Invertir
tubos cada 10 minutos.

Anadir 130 L del
amortiguador P3. Mezclar
en vortex e incubar por 5

min. en el hielo.

Transferir 650 uL de la
mezcla a una columna
DNeasy Minispin colocada
en un tubo colector de 2
pL. Centrifugar por 1 min. a
8,000 rpm y desechar el
liquido del fondo.

Extraer los lisados y
colocarlos en la columna
QIA shredder. Centrifugar

por 2 minutos a 13,000
rpm.

Centrifugar tubos por 5
minutos a 14,000 rpm.

Centrifugar por 1 minuto a
8,000 rpm y almacenar en
congelador.

Colocar la columna en un
nuevo tubo colector y
afiadir 500 uL del
amortiguador AW2.
Centrifugar por 1 minuto a
8,000 rpm. Desechar el
liquido y reutilizar el tubo.

Anadir nuevamente 500 pL
del amortiguador AW2. Se
haran dos centrifugaciones
sucesivas: a) por 1 minuto
a 8000 rpm; b) por 2
minutos a 13,000 rpm.

Anadir 100 pL del
amortiguador AE
precalentado e incubar a
temperatura ambiente por
30 minutos.

Transferir la columna a un
microtubo etiquetado y
desechar tubo de
recoleccion.

del fabricante.

Figura 7. Esquema de la extracciéon de DNA con el kit DNeasy Plant Minikit (Qiagen) con modificaciones menores a la técnica



7.2.2 Amplificacion mediante PCR. Se realizd con el kit Tag PCR Core Kit (Qiagen) y los
oligonucleotidos especificos segtin la region de cada genoma por amplificar. El marcador molecular
cloroplastico, la region espaciadora de RuBisCo, se amplificoé con los cebadores spacer-F y spacer-
R descritos en Maggs ez al. (1992). Por otro lado, el espaciador de cox2-3 se amplifico utilizando los

cebadores cox2-for y cox3-rev (Zuccarello et al. 1999a).

El volumen total de PCR por muestra fue de 25 pL con los siguientes reactivos: 2.5 pL de
amortiguador de PCR 10X, 1 pLL de cebador forward 10uM, 1 uLL de cebador reverse 10uM, 0.5 pL.
de solucion de dNTP (10 mM por cada base), 0.5 uL. de BSA 0.4%, 1 pL de MgCl, 25mM, 0.125
uL. de Taq polimerasa 5U/uL, 17.375 pL de agua desionizada y 1 uL. de DNA gendmico. Las
condiciones de PCR se introdujeron en el termociclador segin Nufiez-Resendiz et al. (2015) con el

ciclo denominado “HYDROPUNTIA RBCLS” y una duracion de 207 minutos (Tabla 5).

Tabla 5. Marcadores moleculares utilizados en el presente trabajo; se detalla la secuencia de los oligonucle6tidos empleados asi
como el ciclo en el que se realizé la amplificacién de DNA y su referencia en literatura. DI=desnaturalizacion inicial,
D=desnaturalizacién, A=alineamiento, E=extensién, EF=extension final (modificado de Nufiez-Resendiz 2015).

Marcador Secuencia del Condiciones del ciclo de PCR
Genoma Region oligonucledtido Referencia
molecular ' —3") DI D A E EF
Spacer F TGTGGACCTCT
Cloroplasto RuBisCo ACAAACAGC Maggs et al.
Spacer R GTAAACCCCATA 95°C 93°C 50°C 72°C 72°C 1992
GTTCCCAAT 2 r 1’ z ¥
GTACCWTCTT
cox2-for TDRGRRKDAAA
Mitocondria cox2-3 G GTAGT’I(‘?TAAT(‘:?;:A G 1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo Zl;;call;f;lé(})) o
cox3-rev ATGRAAWGGAT
GTC

7.2.3 Electroforesis en gel de agarosa 0.8%. La amplificacion via PCR se comprob6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (0.8 g de agarosa UltraPure mas 50 pL. de amortiguador
TBE 0.5X mas 0.45 pL de GelRed); se vertieron 4 pl. de muestra por marcador mas 1pL de
amortiguador de carga por pozo (Figura 8, Figura 9), ademds de 2 pL. de marcador de peso
molecular de 100 pb mas 1 pLL de amortiguador de carga en cada pozo inicial. Se realizo el proceso
a 100V y 400 mA por 23 minutos (Anexo 2).



Amplificados RuBisCo
(Revision, sin ladder)

Figura 8. Muestras sometidas a electroforesis, con su respectiva clave de laboratorio, vistas mediante el transiluminador (arriba,
vista a blanco y negro; abajo, vista a color). El marcador empleado para para su amplificacion es el espaciador de RuBisCo; no se
incluy6 el marcador de peso molecular ya que habian sido trabajadas con anterioridad.

Amplificados cox2-3

Figura 9. Muestras sometidas a electroforesis, amplificadas con los oligonucle6tidos del marcador mitocondrial cox2-3 (izquierda,
vista a color; derecha, vista a blanco y negro). Se indica la clave de laboratorio; aquellas muestras con * indican un amplificado
insatisfactorio por la presencia de doble banda, por lo que fueron repetidas.



7.2.4 Purificacion de los amplificados. Los productos de PCR obtenidos se purificaron con el kit
QIAquick Purification Kit (Qiagen) segun la técnica del fabricante (Figura 10, Anexo 3);
posteriormente se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa con 1 pL de muestra, segin lo

descrito con anterioridad (Figura 11).

Afadir 5 volumenes de amortiguador PB a 1 volumen de muestra de PCR y mezclar en
el tubo hasta homogenizar.

Verter la mezcla en la columna QlAquick (lila) y centrifugar a 13000 rpm por 1 minuto.

Eliminar el filtrado. Colocar la columna de regreso en el tubo colector.

Anadir 750 pyL de amortiguador PE a la columna QIAquick y centrifugar a 13000 rpm por
1 minuto.

Desechar el filtrado y colocar la columna en el mismo tubo colector. Centrifugar a 13000
rpm por 1 minuto.

Anadir 30 yL de amortiguador EB o0 agua al centro de la columna, incubar a temperatura
ambiente durante 30 minutos y centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.

Almacenar a -20°C.

Figura 10. Esquema del proceso de purificacion de amplificados de DNA con el kit QIAquick Purification Kit (Qiagen) segun lo
descrito por el fabricante.



Espaciadora de RuBisCo

Espaciadora de cox2-3

Figura 11. Amplificados previamente purificados, sometidos a electroforesis y vistos mediante el transiluminador (izquierda, vista
a color; derecha, vista a blanco y negro). Se detalla su respectiva clave de laboratorio. Se prescindié del marcador de peso
molecular.

7.2.5 Secuenciacion de los amplificados. Las muestras amplificadas se etiquetaron y enviaron
para su secuenciacion al laboratorio de Macrogen en la Republica de Corea (10F, 254 Beotkkot-ro,
Geumcheon-gu, Seul, 08511); se utilizd el kit de secuenciacion BigDye en un secuenciador ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Princeton, NJ, EE. UU.). Ambas regiones se

secuenciaron con su respectivo oligonucle6tido en direccion 5’ — 3’ (forward).

7.3 EDICION Y ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE DNA

Una vez obtenidas las secuencias de cada individuo por cada marcador molecular y revisado su
respectivo cromatograma, éstas se editaron y alinearon mediante Clustal W (Thompson et al. 1994)
en su matriz particular: espaciador de RuBisCo (Anexo 4) y espaciador de cox2-3 (Anexo 5) con el

programa Bioedit (Hall 1999), ademas de MEGA 6 (Tamura ez al. 2013).



Como resultado, se obtuvieron dos archivos en formato FASTA (.fas), los cuales se sometieron a
una busqueda en BLAST de nucleo6tidos (Altschul ez al. 1990) con una similitud de entre 75% y 90%
con miembros de Solieriaceae (Solieria sp., Eucheuma sp.). Ambas matrices se convirtieron al
formato PHYLLIP (.phy) y NEXUS (.nex) en DNASp v.5 (Librado & Rozas, 2009) para su

disponibilidad en analisis posteriores.

Segun los objetivos planteados, se estimaron los valores por cada parametro relevante para el

presente estudio:

7.3.1 Variacion y diversidad genética. La asignacion de los individuos a su respectiva poblacion,
asi como las siguientes medidas de diversidad y variacidn, se estimaron con el programa DnaSP v.5
(Librado & Rozas, 2009): nimero de sitios segregantes (S), numero de haplotipos (H), diversidad
haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica () y theta (8). Los sitios polimoérficos se visualizaron
graficamente en las matrices generadas por el programa GenAlEx v.6.503 (Peakall & Smouse 2006,
2012).

7.3.2 Estructura y diferenciacion genética. Se obtuvieron los estimados de flujo génico (Nm) e
indice de fijacion (Fsr) segan Hudson, Slatkin & Maddison (1992) con el programa DnaSP v.5
(Librado & Rozas, 2009). Con la finalidad de observar la diferenciacion y estructura genética al
interior de M. cylindrica, se realiz6 un analisis de varianza molecular (AMOVA) para cada marcador
mediante GenAlEx v.6.503 (Peakall & Smouse 2006, 2012): se importaron las matrices de
secuencias en formato PHYLIP (.phy), con ambos marcadores haploides, por lo que se obtuvieron
los estimados de flujo génico (Nm) y los estimados de ®pyr segin Peakall ez al. (1995), parametro
andlogo de Fsr, y su significancia estadistica con 999 permutaciones. Se obtuvo tanto el valor
general como los valores pareados (entre poblaciones) del nimero de migrantes por generacion

(Nm), asi como de ®pr en conjunto con el valor P.

7.3.3 Prueba de Mantel. Con el objetivo de evaluar los procesos espaciales que potencialmente
conllevan a la estructuracion de las poblaciones y la probable relacion lineal entre la diferenciacion

genética y la distancia geografica, se estableci6 una comparacion entre los estimados de



diferenciacion genética de cada marcador y las distancias genéticas entre las localidades, a través
de una prueba de Mantel (Mantel 1967, Diniz-Filho et al. 2013) mediante GenAlex v.6.503 (Peakall
& Smouse 2006, 2012). En primer lugar, se traslado la matriz de tamano 5x5 de los estimados
pareados de ®@pr segun Peakall er al. (1995) obtenidos en el apartado anterior, junto con la matriz de
tamafio 5x5 de distancias geograficas obtenida a partir del andlisis pareado de distancias geograficas
dentro de GenAlex v.6.503 (Peakall & Smouse 2006, 2012). Para evaluar la significancia estadistica,
se eligieron 999 permutaciones y se obtuvo el valor del coeficiente de correlacion de Pearson, que

en este caso también se denomina correlacion de Mantel (7,) (Diniz-Filho ez al. 2013).

7.3.4 Pruebas de neutralidad selectiva e historia demografica. Para evaluar desviaciones a la
teoria neutral de evoluciéon molecular (Kimura 1968) o posibles eventos demograficos, se estimaron
los estadisticos siguientes: D de Tajima (Tajima 1989), F* de Fu & Li (Fu & Li 1993) y Fs de Fu
(Fu 1997); la significancia estadistica de D y F* se obtuvo mediante 1000 réplicas, en tanto que los
intervalos de confianza (limite inferior y superior) y el valor de la probabilidad del estimado, dado
el valor de theta y los sitios segregantes, para los estimados de Fs de Fu se calcularon mediante
simulaciones coalescentes, ambos con el programa DNASp v.5 (Librado & Rozas, 2009). Se
trataron las siguientes hipotesis: H,: tamafos poblacionales constantes y/o neutralidad selectiva;
H;: tamafios poblacionales discontinuos y/o seleccién natural operante. Una vez rechazada la
hipotesis nula, mediante la magnitud y signo del estimado, se evalud la ocurrencia de eventos
demograficos reflejados actualmente en los pardmetros poblacionales de interés, asi como posibles
influencias de la seleccion natural bajo sus distintos tipos (ver Pruebas de neutralidad selectiva e historia
demogrdfica en Introduccion). Utilizados en combinacion, estas pruebas pueden proveer hipotesis

mejor sustentadas acerca de la influencia de los mecanismos evolutivos o eventos demograficos.

7.3.5 Analisis de haplotipos. La evaluacidn de las relaciones haplotipicas se estimd mediante la
construccion de redes de parsimonia estadistica con TCS v.1.21 (Clement et al. 2000) a partir de las
matrices en formato PHYLIP generadas anteriormente en DNASp v.5 (Librado & Rozas, 2009).
Una secuencia representativa de cada haplotipo, de ambos marcadores moleculares, fue depositada

en la base de datos del GenBank.



Se hizo una recopilacion de las secuencias que conforman a cada haplotipo, asi como su frecuencia
por cada localidad en Excel (2016), en conjunto con su respectivo grafico circular. Se elabor6 un
mapa que conjunta la ubicacion geografica de las localidades y la frecuencia haplotipica por
marcador en PhotoScape v 3.7 (2014), modificado a partir de Nunez-Resendiz ef al. (2017) y Palma
Ortiz et al. (2017).

7.3.6 Analisis filogenéticos. La busqueda del modelo 6ptimo de evolucion de DNA se
implementd mediante jModelTest v. 2.1.6 con el criterio de informacidén Akaike (AIC) (Darriba et
al. 2012, Guindon & Gascuel 2003). E1 modelo elegido para ambos conjuntos de secuencias fue el

GTR G+I (ingl. general time reversible + distribucion gamma + sitios invariables).

Los analisis filogenéticos de inferencia bayesiana (IB) y maxima verosimilitud (ML) se realizaron
con el programa TOPALIi v. 2.5 (Milne et al. 2004). La topologia y los valores de probabilidad
posterior de inferencia bayesiana se obtuvieron mediante la opcion de Mr. Bayes (Huelsenbeck &
Ronquist 2001), dentro del mismo programa, con una frecuencia de muestreo de cada 100
generaciones durante 1x10° generaciones y burn-in del 25%. En el programa referido, tanto la
topologia como el calculo del soporte de ramas mediante bootstrap (Felsenstein 1985) con 1000
réplicas, se determinaron via RaxML (Stamatakis 2014). En ambos tipos de inferencia filogenética,
se agregaron secuencias de distintas especies de la familia Solieriaceae en los conjuntos de datos de
ambos marcadores; el grupo externo seleccionado fue Hydropuntia cornea Montagne. Los cuatro
arboles resultantes se exportaron al formato New Hampshire Tree (.tre) con el objetivo de ser
editados en MEGA 6 (Tamura ez al. 2013).

7.3.7 Distancias genéticas. Se estimaron distancias genéticas no corregidas (p-distances) a partir
de matrices reducidas a los haplotipos resultantes, por marcador, en MEGA v. 6 (Tamura et al.
2013), con 1000 replicaciones de bootstrap y la inclusidén de transiciones mas transversiones (d). En
el caso del espaciador de cox2-3, se estimaron distancias al interior de ambos grupos (GI y GII). Los
valores mas representativos, minimos y maximos, se extrajeron de cada matriz y se convirtieron en

porcentajes.



7.4 ANALISIS MORFOMETRICO

Para determinar si el grado de variacidén anatémica a partir de caracteres cuantitativos corresponde
con la variacion observada a partir de los patrones de ramificacidn, se realizé un andlisis de varianza
multiple (MANOVA) a partir de los caracteres observados en 10 ejemplares de herbario,
pertenecientes a las poblaciones trabajadas molecularmente. Con este objetivo, se realizaron
manualmente cortes transversales en tres partes del talo (dpice, basal y parte media) bajo el
microscopio 6ptico Leica DMLB. Las muestras se dividieron a priori en dos grupos de acuerdo con
la ramificacién presentada: 1) patréon de ramificacion alterno, poco ramificado (2 o 3 veces); 2)
patrén de ramificacion alterno-opuesto, altamente ramificado (x>4) (Nufiez-Resendiz et al. 2017a,

Palma Ortiz et al. 2017).

7.4.1 MANOVA. Se construy6 una matriz con la cuantificacion de los siguientes caracteres:
numero de capas corticales, numero de filamentos medulares, diametro de la médula (largo y
ancho), diametro del talo (largo y ancho) y el diametro de las células de ambas cortezas (interna y
externa, largo y ancho de cada una) en tres partes del talo (apical, media y basal), por lo que
constituyen un total de 30 caracteres. Dicha matriz se sometié a un analisis multiple de varianza en
STATISTICA 8.0.360 (StatSoft Inc. 2007) con el fin de determinar diferencias significativas entre
los grupos independientes (1 y 2, conformados por los grupos morfologicos segiin su ramificacion)
a partir de las variables dependientes consideradas (cuantificacion de los caracteres en las tres partes
del talo).

A manera de resumen, se presenta una recapitulacion del trabajo metodoldgico procedente al
trabajo de campo: extraccion del material genético, amplificaciéon via PCR, purificacién,

secuenciacion y analisis de secuencias (Figura 12).
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Figura 12. Resumen de la parte metodoldgica en laboratorio del trabajo de tesis.
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8. RESULTADOS

8.1 VARIACION Y DIVERSIDAD GENETICA

Espaciador de RuBisCo. El set de datos consistio en 42 secuencias con 185 pares de bases (pb) de
longitud para el andlisis poblacional. En general, resultaron siete sitios segregantes, por tanto 177
sitios invariables, cuatro mutaciones singleton, tres sitios parsimoniosamente informativos de dos
variantes, un gap y la clasificacion de las muestras en 4 haplotipos (Tabla 6). La proporcién de sitios
segregantes fue de ~3.7% (Ps=0.03783).

Las medidas totales de variacion y diversidad genética mostraron valores moderados: diversidad
haplotipica HdT=0.46458, diversidad nucleotidica nT=0.00785, desajuste nucleotidico k=1.44483
y theta 6=0.00884. Las poblaciones con la mayor diversidad haplotipica fueron Sabancuy y Punta
Xen, ambas con la misma diversidad haplotipica (Hd=0.38889) asi como diversidad nucleotidica
(mr=0.006344). Por el contrario, la poblacién con menor variacién fue Playa Bonita con valores de
Hd=0.25 y 1=0.00272 (Tabla 7).

Tabla 6. Sitios variables en el alineamiento de secuencias de DNA de Meristotheca cylindrica para haplotipos de la regién
espaciadora de RuBisCo y sus numeros de acceso al GenBank; en rojo se destacan las mutaciones singleton, en verde se destacan
los sitios parsimoniosamente informativos (modificado de Palma Ortiz ef al. 2017).

Numero de acceso

H/S 38 44 47 67 105 122 169 172 GenBank

R1 G A G T C G G C KY979260
R2 . . . C A . A T KY979261
R3 . C T C A . A T KY979262

R4 C . . . . C . . KY979263




Espaciador de cox2-3. El set de datos consistio en 37 secuencias con 210 pb de longitud para el
analisis poblacional. En general, resultaron 34 sitios segregantes, por tanto 176 sitios invariables,
tres mutaciones singleton, 29 sitios parsimoniosamente informativos de dos variantes y la
clasificacion de las muestras en 9 haplotipos (Tabla 8). La proporcidn de sitios segregantes fue de
~16%, (Ps=0.1619).

Las medidas totales de variacion y diversidad genética mostraron valores elevados: diversidad
haplotipica HdT=0.81081, diversidad nucleotidica n'T=0.07285, desajuste nucleotidico k=15.29880
y theta 6=0.03878. La poblacion con la mayor diversidad haplotipica fue Sabancuy (Hd=0.71) y
diversidad nucleotidica (r=0.06476). Por el contrario, la poblacién con menor variacion fue Bahia

de Tortuga ya que presento solo un haplotipo, por lo que Hd=0y =0 (Tabla 7).

Tabla 7. Medidas de diversidad genética para las poblaciones de Meristotheca cylindrica, basadas en las regiones espaciadoras de
RuBisCo y de cox2-3. S = sitios segregantes, h = numero de haplotipos, Hd = diversidad haplotipica, = = diversidad nucleotidica.
IA=Isla Aguada, PX= Punta Xen, PB= Playa Bonita, S= Sabancuy, BT= Bahia de Tortuga, Total= indice general de todas las
poblaciones. Los valores totales se indican con su respectiva desviacion estandar (modificado de Palma Ortiz et al. 2017).

Espaciador de RuBisCo Espaciador de cox2-3
Localidad
Nﬁmero. de h Hd . Nlimero. de S h Hd n
secuencias secuencias
IA 10 3 2 0.35556 0.0058 10 31 5 0.6667 0.053
PX 9 3 2 0.38889 0.00634 6 32 3 0.6 0.0546
PB 8 2 2 0.25 0.00272 5 7 2 0.6 0.02
S 9 3 2 0.38889 0.00634 10 30 4 0.71 0.06476
BT 6 2 2 0.3 0.00362 6 0 1 0 0
Total 1 7 4 0008 £0.0012 37 34 9 G808 R
- 7 - 0.00349




Tabla 8. Sitios variables en el alineamiento de secuencias de DNA de Meristotheca cylindrica para haplotipos de la region espaciadora de cox2-3 y sus numeros de acceso al
GenBank. En negrita se resaltan los haplotipos pertenecientes al Grupo I (GI), en tipografia normal se indican los haplotipos del Grupo II (GII), en rojo se destacan las
mutaciones singleton, en verde se destacan los sitios parsimoniosamente informativos. H= haplotipos, S= sitios segregantes, #= no. de acceso al GenBank (modificado de Palma
Ortiz et al. 2017).

H/S 5 7 #
C1 KY979264
C2 KY979265
C3 KY979266
C4 KY979267
C5 KY979268
Cé6 KY979269
C7 KY979270
C8 KY979271
Cc9

KY979272




8.2 ESTRUCTURA Y DIFERENCIACION GENETICA

Espaciador de RuBisCo. Se obtuvieron valores de Nm=0.55 y de Fsr=0.47420 sensu Slatkin,
Hudson & Maddison (1992). E1 AMOVA arroj6 los siguientes resultados generales: valor de
®pr=0.268 y un valor de Nm=1.367, con un 27% de la varianza explicada por las diferencias del
marcador cloroplastico entre las poblaciones, en tanto que un 73% de la varianza explicada por la

variacion al interior de estas (Tabla 9).

Los valores pareados de ®pr resultaron de cero en la comparacion entre Isla Aguada y las
poblaciones de Sabancuy, Punta Xen y Playa Bonita, asi como entre Sabancuy-Punta Xen, y
finalmente entre Punta Xen-Playa Bonita, en tanto que el valor maximo se observé entre Bahia de
Tortuga-Playa Bonita (Tabla 10). Los valores pareados de Nm obtenidos en funcion de ®pr
mostraron el valor calculado mas alto entre Sabancuy-Playa Bonita, en tanto que el valor mas bajo
entre Bahia de Tortuga-Playa Bonita. Sin embargo, los valores denotados como * indican la maxima
conectividad genética entre las poblaciones en cuestion, debido a ®pr=0 por lo que contienen los

mismos haplotipos (Tabla 11Tabla 11).

Espaciador de cox2-3. Se obtuvieron valores de Nm=0.45 y de Fs1=0.52855 sensu Slatkin, Hudson
& Maddison (1992). E1 AMOVA arroj6 los siguientes resultados generales: valor de ®»r=0.363 y
un valor de Nm=0.879, con un 36% de la varianza explicada por las diferencias del marcador
mitocondrial entre las poblaciones, en tanto que un 64% de la varianza explicada por la variacion

al interior de estas (Tabla 9).

Los valores pareados de ®pr mostraron estimados mayores que con el marcador plastidial; la
maxima diferenciacion se detectd entre las poblaciones de Bahia de Tortuga-Playa Bonita, en tanto
que la menor diferenciacion se observé entre Isla Aguada-Sabancuy y Sabancuy-Punta Xen (Tabla
10). Los valores pareados de Nm arrojaron el valor calculado mas alto entre Sabancuy-Punta Xen,
en tanto que el valor mas bajo entre Bahia de Tortuga-Playa Bonita. Sin embargo, el valor denotado
como * indica la maxima conectividad genética entre las poblaciones en cuestioén, debido a PPT=0

por lo que contienen los mismos haplotipos (Tabla 11).



Tabla 9. Analisis de varianza molecular (AMOVA) para ambos marcadores en las cinco poblaciones de Meristotheca cylindrica
(modificado de Palma Ortiz ez al. 2017).

Espaciador de RuBisCo Espaciador de cox2-3
Fuente de Grados Componente  Porcentaje = Grados Porcentaje
L Suma de Suma de Componente
variacion de cuadrados de la dela de cuadrados de la varianza de la
libertad varianza variacion libertad variacion
Entre 4 3.104 0.776 27% 4 5.695 0.158 36%
poblaciones
Al interior
de 37 7.086 0.192 73% 32 8.900 0.278 64%
poblaciones
difeiiz?;?:(ii(;); dilu'o Dpr=0.268 ®pr=0.390
y iy Nm=1.367 Nm=0.879

génico generales

Tabla 10. Valores pareados de ®pr obtenidos mediante el analisis de varianza molecular (AMOVA) en las cinco poblaciones de
Meristotheca cylindrica, con el marcador plastidial (A) y el marcador mitocondrial (B). Se resaltan con negritas los valores mas altos.
TA=Isla Aguada, S=Sabancuy, PX=Punta Xen, BT=Bahia de Tortuga, PB=Playa Bonita.

A. Espaciador de RuBisCo (®rr)

1A S PX BT PB
0.000 1A
0.000 0.000 S
0.000 0.000 0.000 PX
0.584 0.436 0.552 0.000 BT
0.000 0.027 0.000 0.714 0.000 PB

B. Espaciador de cox2-3 (Per)

1A S PX BT PB
0.000 1A
0.000 0.000 S
0.291 0.277 0.000 PX
0.559 0.411 0.700 0.000 BT
0.289 0.333 0.400 0.727 0.000 PB
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Tabla 11. Valores pareados de Nm obtenidos mediante el andlisis de varianza molecular (AMOVA) en las cinco poblaciones de
Meristotheca cylindrica, con el marcador plastidial (A) y el marcador mitocondrial (B). Se resaltan con negritas los valores mas altos,
en rojo los mas bajos y con * aquellos valores asociados con ®pr pareada tal que ®pr=0. IA=Isla Aguada, S=Sabancuy, PX=Punta

Xen, BT=Bahia de Tortuga, PB=Playa Bonita.

A. Espaciador de RuBisCo (Nm)

1A S PX BT PB
0.000 IA
* 0.000 S
* * 0.000 PX
0.356 0.646 0.407 0.000 BT
* 17.761 * 0.200 0.000 PB
B. Espaciador de cox2-3 (Nm)
1A S PX BT PB
0.000 1A
* 0.000 S
1.216 1.306 0.000 PX
0.395 0.716 0.214 0.000 BT
1.228 1.000 0.750 0.188 0.000 PB

8.3 PRUEBA DE MANTEL

Se utilizé una matriz unica en las pruebas de Mantel por cada marcador, obtenida a partir de las
coordenadas de GPS cuyo resultado detalla las distancias geograficas entre los pares de poblaciones
(Tabla 12).

Tabla 12. Matriz de distancias geograficas entre los pares de poblaciones ubicadas en el litoral de Campeche. Se detalla la distancia
en kilometros.

Poblaciones por localidad en el litoral de Campeche y su distancia geografica

IA S PX BT PB
0.000 1A
32.899 0.000 S
68.877 35.990 0.000 PX
97.137 64.372 28.608 0.000 BT
137.962 107.161 74.809 49.416 0.000 PB

Espaciador de RuBisCo. Se obtuvo un valor del coeficiente de determinacion de R*=0.0543, por
lo que 7,=-0.2330; sin embargo, el valor P=0.421 por lo que se carece de significancia estadistica

(Figura 13A).
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Espaciador de cox2-3. Se obtuvo un valor del coeficiente de determinacion de R?*=0.0068, por lo
que 7,=-0.0825; sin embargo, el valor P=0.448 por lo que se carece de significancia estadistica

(Figura 13B).
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Figura 13. Relacion entre ®pr pareada y distancias geograficas de las poblaciones estudiadas de Meristotheca cylindrica, ubicadas en
el litoral de Campeche, con el marcador plastidial (espaciador de RuBisCo) (A) y el marcador mitocondrial (espaciador de cox2-3)

®B).

8.4  PRUEBAS DE NEUTRALIDAD E HISTORIA DEMOGRAFICA

Espaciador de RuBisCo. Se obtuvieron valores carentes de significancia estadistica para todos los
estimados. La hipotesis nula subyacente en cada parametro (Hy: tamafios poblacionales constantes
y/o0 neutralidad selectiva) no fue rechazada, por lo que este marcador en particular no presenta

desviaciones significativas de lo esperado bajo neutralidad (Tabla 13).
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Espaciador de cox2-3. Todos los parametros mostraron valores estadisticamente significativos y
racionales positivos. Se rechazé la hipodtesis nula subyacente en cada parametro (Hop: tamafios
poblacionales constantes y/o neutralidad selectiva), mientras que se evaluaron los efectos de la
hipotesis alternativa en cada caso (H;: tamafios poblacionales discontinuos y/o selecciéon natural
operante) (Tabla 13).

Tabla 13. Estimados de los parametros de variacion y diversidad genética, asi como de las pruebas de neutralidad selectiva e

historia demografica para cada marcador. En rojo se destacan los valores P de estimados carentes de significancia estadistica. k=
desajuste nucleotidico, n= diversidad nucleotidica, 6=theta.

Marcador k T 0 D Tajima F*Fu & Li Fs Fu
Espaciador -0.30655 -1.52348 1.795
de RuBisCo 1.44483 0.00785 0.00884 “P0.10 P20.10 *Po0.10
Espaciador 3.09120 1.97821 10.157
de cox2-3 15.29830 0.07285 0.03878 P<0.01 P<0.02 P<0.002

8.5 ANALISIS DE HAPLOTIPOS

Espaciador de RuBisCo. La red de parsimonia estadistica reveld cuatro haplotipos interconectados:
R1, R2, R3 y R4 (Figura 14A). El haplotipo que agrup6 al mayor numero de individuos fue R1
(n=29), seguido por el haplotipo R2 (n=11) y finalmente los haplotipos con menor numero de
individuos, R3 y R4 (ambos con n=1) (Figura 14A). El haplotipo R1, designado por el programa
como el posible haplotipo ancestral con el mayor peso de grupo externo (=0.71) y dos conexiones
con otros haplotipos, estuvo separado de R2 por cuatro pasos mutacionales y este, a su vez, estuvo
separado de R3 por seis pasos mutacionales; en cuanto a R4, solo se separ6 por dos pasos

mutacionales (Figura 14A).

Respecto de su distribucion geografica, el haplotipo ancestral y compartido R1 estuvo presente en
todas las localidades muestreadas, R2 se presentd en todas las localidades exceptuando Playa Bonita
y los haplotipos unicos R3 y R4 se restringieron a Bahia de Tortuga y Playa Bonita, respectivamente

(Tabla 14, Figura 15). En todas las poblaciones se presentd el mismo numero de haplotipos (h=2)
(Tabla 14).
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Espaciador de cox2-3. La red de parsimonia estadistica reveld nueve haplotipos agrupados en dos
redes, que correspondieron con dos grupos genéticamente diferenciados (GI y GII) con una
estructuracién total. La primera red (GI) estuvo conformada por cinco haplotipos: C1 (n=12), C8
(n=1), C5 (n=3), C9 (n=1) y C4 (n=4), mientras que la segunda red (GII) estuvo integrada por
cuatro haplotipos: C3 (n=1), C2 (n=10), C6 (n=1) y C7 (n=4) (Figura 14B). En GI, el haplotipo C1
designado por el programa como el posible haplotipo ancestral con el mayor peso de grupo externo
(=0.73) y tres conexiones con otros haplotipos, estuvo separado de C8, C5 y C9 por dos pasos
mutacionales, y este a su vez, estuvo separado de C4 por cinco pasos mutacionales. En GII, el
haplotipo C3 designado como posible haplotipo ancestral con el mayor peso de grupo externo
(=0.53) y dos conexiones con otros haplotipos, se separé de C7 y C2 por un solo paso mutacional,

mientras que cinco pasos mutacionales lo separaron de Cé6 (Figura 14B).

Respecto de su distribucion geografica, para GI el haplotipo ancestral y compartido C1 se presentd
en las localidades de Punta Xen, Sabancuy e Isla Aguada; C4 y C5 se presentaron simultdneamente
en Isla Aguada y Playa Bonita; C8 y C9 (unicos) se restringieron a Sabancuy (Tabla 14, Figura 15).
Para GII, el haplotipo ancestral C3 (unico) fue exclusivo de Isla Aguada; C2 estuvo presente en
Sabancuy, Isla Aguada y Bahia de Tortuga; C6 y C7 (inicos) se delimitaron a Punta Xen (Tabla
14, Figura 15). En general, el numero de haplotipos por poblacion fue el siguiente: Isla Aguada (5),
Sabancuy (4), Punta Xen (3), Playa Bonita (2) y Bahia de Tortuga (1) (Tabla 14).
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Tabla 14. Haplotipos observados con la region espaciadora de RuBisCo y la region espaciadora de cox2-3 de las muestras de
Meristotheca cylindrica procedentes de Campeche. Se detallan las secuencias incluidas y su ubicacion por localidad; en negritas, se
destaca el grupo GI del espaciador de cox2-3; en cursiva, se destacan los haplotipos ancestrales designados con la parsimonia
estadistica. n= secuencias incluidas en el haplotipo, #nuimero de acceso al GenBank.

Espaciador de RuBisCo Espaciador de cox2-3
Haplotipo Secuencias Localidades # Haplotipo Secuencias Localidades #
MCcIA_E10, McIA_E10,
MCcIA_E32, MCcIA_E32,
MCcIA_E51, MCcIA_E51,
MCcIA_E59, McIA_ES59,
MCcIA_E73, McIA_E73,
MCcIA_E74, Ci McIA_E105,
MCcIA_E93, =12 McPX_EA41, IA, PX, S KY979264
McIA_E105, - McS_E13,
McPX_EAl, McS_E14,
McIC_H44, McS_E28,
McIC_H45, McS_E98,
McIC_H46, McS_E104
McIC_E3,
McIC_E44, McIA_E20,
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Figura 14. Redes de parsimonia estadistica de las regiones espaciadoras RuBisCo (A) y cox2-3 (B) de Meristotheca cylindrica. Para la region espaciadora cox2-3, los dos grupos
genéticos encontrados se indican como GI y GII. Para ambas redes, los rectangulos corresponden con el posible haplotipo ancestral; las lineas sencillas indican un paso
mutacional; los circulos negros indican haplotipos extintos o no muestreados; #= numero de individuos con el mismo haplotipo; los valores ubicados en la parte basal indican las
probabilidades de peso de grupo externo por cada haplotipo (modificado de Palma Ortiz ez al. 2017).
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Figura 15. Distribucion haplotipica de las regiones espaciadoras de RuBisCo (derecha) y de cox2-3 (izquierda) para Meristotheca cylindrica de Campeche. Las localidades estan
indicadas en el mapa con nimero (1-5) y la clave de localidad se indica entre paréntesis. n= numero de individuos pertenecientes a cada haplotipo por poblacion (modificado de
Nuifez-Reséndiz et al. 2017, Palma Ortiz et al. 2017).



8.6  ANALISIS FILOGENETICOS

Espaciador de RuBisCO. A partir de la matriz original de formato FASTA (.fas), se construy6 una
matriz secundaria con la adicién de 11 muestras de distintas especies de la familia Solieriaceae
obtenidas de GenBank, con Hydropuntia cornea (Gracilariaceae, Rhodophyta) como grupo externo,
por lo que el conjunto de datos abarcé 53 secuencias en total (Figura 16). Debido a que los
resultados de ambos analisis mostraron topologias sin diferencias, se escogié como base la topologia
bayesiana y se agregaron los estimados del soporte de ramas de tales analisis (probabilidad posterior

bayesiana y bootstrap) en los nodos correspondientes.

Las muestras correspondientes a los cuatro haplotipos de Meristotheca cylindrica se agruparon en un
solo clado soportado por una probabilidad posterior bayesiana y bootstrap de 0.97/90,
respectivamente (Figura 16). En su interior, se ubicé un grupo conformado por las muestras de los
haplotipos R2 y R3, soportado por valores de 1.0/96 (probabilidad posterior bayesiana y bootstrap,

respectivamente). El grupo hermano de las muestras del presente estudio fue Eucheuma isiforme.

Espaciador de cox2-3. A partir de la matriz original de formato FASTA (.fas), se construy6 una
matriz secundaria con la adicion de nueve muestras de distintas especies de la familia Solieriaceae
obtenidas de GenBank, con Hydropuntia cornea (Gracilariaceae, Rhodophyta) como grupo externo,
por lo que el conjunto de datos abarcé 46 secuencias en total (Figura 17). Debido a que los
resultados de ambos analisis mostraron topologias sin diferencias, se escogido como base la topologia
bayesiana y se agregaron los estimados del soporte de ramas de tales andlisis (probabilidad posterior

bayesiana y bootstrap) en los nodos correspondientes.

Las muestras correspondientes a los nueve haplotipos de Meristotheca cylindrica se agruparon en dos
grupos monofiléticos (GI, GII), con soporte de probabilidad posterior bayesiana y bootstrap de 0.98
y 0.95, respectivamente (Figura 17). El grupo I (GI) incluy6 las muestras correspondientes a los
haplotipos C1, C4, C5, C8 y C9 observados previamente mediante parsimonia estadistica, en tanto
que el grupo II (GII) agrup6 las muestras correspondientes a C2, C3, C6 y C7. Al igual que con el

marcador anterior, el grupo hermano de las muestras del presente estudio fue Eucheuma isiforme.
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Figura 16. Topologia bayesiana obtenida con secuencias de la region espaciadora de RuBisCo para las poblaciones de Meristotheca
cylindrica. Las secuencias obtenidas en el presente estudio estan indicadas en las ramas de color morado y las restantes fueron
obtenidas del GenBank, cuyos numeros de acceso se indican a un lado. Los valores de probabilidad posterior bayesiana (izquierda)
y los valores de bootstrap (derecha) estan indicados en los nodos de las ramas. Los valores por debajo de 95% no son mostrados.
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Figura 17. Topologia bayesiana obtenida con secuencias de la region espaciadora de cox2-3 para las poblaciones de Meristotheca
cylindrica. Las secuencias obtenidas en el presente estudio estan indicadas en las ramas de color azul (GII) y rojo (GI); las restantes
fueron obtenidas del GenBank, cuyos nimeros de acceso se indican a un lado. Los valores de probabilidad posterior bayesiana
(izquierda) y los valores de bootstrap (derecha) estan indicados en los nodos. Los valores por debajo de 95% no son mostrados.
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7.6 DISTANCIAS GENETICAS

Espaciador de RuBisCQO. Se obtuvieron los siguientes porcentajes relevantes de distancia
genética, con distancias no corregidas, al interior de M. cylindrica: méaxima de 4.3% (entre R3-R4) y

minima de 1.1% (entre R3-R2 y R4-R1); el promedio de distancia genética fue de 2.5% (Tabla 15).

Tabla 15. Matriz de distancias genéticas p no corregidas, correspondientes con los haplotipos encontrados en las poblaciones de
Meristotheca cylindrica para la region espaciadora de RuBisCo. Se resaltan en negritas los valores superiores de divergencia, mientras
que los valores menores son subrayados.

Haplotipo R1 R2 R3 R4
R1 -
R2 0.0216 -
R3 0.0324 0.0108 -
R4 0.0108 0.0324 0.0432 -

Espaciador de cox2-3. Se obtuvieron los siguientes porcentajes relevantes de distancia
genética, con distancias no corregidas, al interior de M. cylindrica (entre ambos grupos): maxima de
14.76% (entre C8-C7 y C8-C3) y minima de 0.48% (entre C3-C7 y C3-C2); la distancia genética
promedio general fue de 8.3% (Tabla 16).

Tabla 16. Matriz de distancias genéticas p no corregidas, correspondientes con el total de haplotipos encontrados en las
poblaciones de Meristotheca cylindrica para la region espaciadora de cox2-3. Se resaltan en negritas los valores superiores de
divergencia, mientras que los valores menores son subrayados.

Haplotipo C1 Cc2 C3 C4 C5 Cé Cc7 C8 c9
C1
Cc2 0.1333
C3 0.1381 0.0048 -
C4 0.0238 0.1238 0.1286 -
C5 0.0095 0.1429 0.1381 0.0333 -
Cé 0.1333 0.019 0.0238 0.1238 0.1429 -
C7 0.1429 0.0095 0.0048 0.1333 0.1333 0.0286 -
C8 0.0095 0.1429 0.1476 0.0333 0.0143 0.1429 0.1476 -
(6 0.0095 0.1238 0.1286 0.0238 0.019 0.1333 0.1333 0.019
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Al interior de GI, la distancia minima se detectd entre C1-C5, C1-C8 y C1-C9 (0.95%) y la maxima
entre C4-C5 y C4-C8 (3.3%); la distancia genética promedio del grupo fue de 2% (Tabla 17A). Al

interior de GII, la distancia genética minima se detectd entre C2-C3 y C3-C7 (0.48%) y la maxima

entre C6-C7 (2.86%); la distancia genética promedio fue de 1.5% para este grupo (Tabla 17B).

Tabla 17. Matrices de distancias genéticas p no corregidas, correspondientes con los grupos genéticos GI (A) y GII (B) y sus
respectivos haplotipos en las poblaciones de Meristotheca cylindrica para la region espaciadora de cox2-3. Se resaltan en negritas los
valores superiores de divergencia, mientras que los valores menores son subrayados.

A GI
Haplotipos C1 Cc4 C5 C8 c9
C1 -
C4 0.0238 -
C5 0.0095 0.0333 -
C8 0.0095 0.0333 0.0143 -
c9 0.0095 0.0238 0.019 0.019
B GII
Haplotipos C2 C3 Cé6 Cc7
C2 -
C3 0.0048 -
Cé6 0.019 0.0238 -
C7 0.0095 0.0048 0.0286 -

7.8  ANALISIS MORFOMETRICO

El analisis multiple de varianzas (MANOVA) a partir de datos cuantitativos asociados a estructuras

y mediciones para las tres partes del talo (Tabla 18, Figura 18), indic6 que no hubo diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos morfoldgicos analizados (Figura 19), ya que Wilk’s
A=0.066267; F'(8,1) =1.76132 y p=0.527258>0.05.
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Tabla 18. Cuantificacién de caracteres morfoldgicos de 11 muestras de Meristotheca cylindrica. Los caracteres diagnosticos se
establecieron segin Ardito et al. (2014) modificado para M. cylindrica, con la adicion del nimero de filamentos medulares y el
diametro de células de las cortezas externa (CE) e interna (CI). IA= Isla Aguada, S=Sabancuy, BT=Bahia de Tortuga, PX=Punta
Xen, PB=Playa Bonita; ap=apice, med= media, bas=basal.

, i ., Diametro de Diametro .
Grupc? Locali  Parte del Nam. de Nim. de Didmetro del células CI de células D{ametro de
Muestra  morfolog capas filamentos talo (um) médula (um)
. dad talo . (um) CE (um)
ico corticales medulares
L A L A L A L A
ép 7 78 80 884 90 85 7 75 350 353
UAMIZ 3
e 1 A med 7 263 1750 1200 130 105 15 5 1240 1540
bas 2 922 2825 2825 0 0 15 75 2770 2770
4p 6 117 1620 1210 150 180 15 10 300 850
UAMIZ 1 S med 6 54 1280 980 140 110 20 10 570 330
1259 bas 7 468 1710 1710 165 1752' 15 10 450 550
, 122, 12.
UAMIZ , o ép 5 92 1390 60 22 w0 275 om0 150
1250 med 6 147 90 770 95 8 10 5 195 195
bas 8 119 1100 930 100 60 15 10 305 255
ép 8 241 930 695 75 45 152' 75 425 215
UAMIZ ) A >
1248 med 9 131 1070 1460 55 65 2 5 320 430
bas 10 576 2360 2360 80 8 10 5 980 1130
. 12.
UAMIZ , o - 6 77 1050 655 7.5 sS 2 5 680 220
1252 med 7 213 1410 930 975 675 10 4 450 195
bas 8 209 1330 1140 8 60 10 5 455 300
ép 9 9% 1330 1070 100 55 15 5 200 145
U‘g%IZ 2 PB med 1 251 2750 2540 1352' 130 10 5 450 420
bas 2 1112 2000 2380 0 0 10 5 2800 2320
ép 5 119 835 675 90 85 152' 5 265 215
UAMIZ 2 BT med 2 10 21 1180 1510 145 90 2 5 590
1249 5
bas 2 580 3400 160 0 0 152' 5 3100 1025
, 12.
UAMIZ , o &p 5 70 670 765 105 6715 2 5 280 200
1251 med 6 153 1200 780 130 95 10 5 540 115
basal 5 211 1460 1200 135 105 10 5 575 445
ap 7 108 1170 950 130 975 10 5 600 220
UAMIZ med 6 244 4120 1240 145 100 10 5 3420 240
1247 2 S 12
bas 8 353 2640 1700 170 115 25 1920 500
&p 8 332 1460 1180 125 775 152' 5 1180 960
UAMIZ ) s >
1246 med 7 367 3680 1660 130 75 ' 5 2500 440
bas 7 521 3580 1960 195 135 10 5 2090 560
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Figura 18. Estructuras y caracteres cuantificados en cortes transversales bajo el microscopio optico. A: parte apical de UAMIZ
1257 (10X); B: parte apical de UAMIZ 1249 (40X); C: parte media de UAMIZ 1250 (20X); D: parte basal de UAMIZ 1252 (40X);
E: parte basal de UAMIZ 1259 (10X); F: parte apical de UAMIZ 1246 (40X). M=médula; Ci=corteza interna; Ce=corteza externa;
dCi=diametro de células de la corteza externa; dCe=diametro de células de la corteza interna; hfm=haces de filamentos
medulares; dT=diametro del talo; dM=diametro de la médula. Se indica la escala en cada imagen. Barra de escalas segun el
aumento: 10X=10 um; 20X=5 um; 40X=2.5 pm.
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Figura 19. Representantes de los grupos morfologicos reportados en Meristotheca cylindrica (Palma Ortiz et al. 2017). Grupo 1: UAMIZ 1257. Grupo 2: UAMIZ 1250. Barra de
escalas =5 cm.



9. DISCUSION

9.1 VARIACION Y DIVERSIDAD GENETICA

A nivel general, los estimados de variacion y diversidad genética con el marcador mitocondrial
mostraron valores mas altos que el marcador plastidial: se encontraron alrededor de 5 veces mas
sitios segregantes (34>7), alrededor de dos veces mas haplotipos (9>4), alrededor del doble de
diversidad haplotipica (0.81>0.46) y alrededor de diez veces mayor diversidad nucleotidica
(0.072>0.0078). Esto significa que en la muestra, bajo condiciones estocasticas, existe una mayor
probabilidad de encontrar haplotipos distintos y variacion a nivel de nucleotido entre cada par de
secuencias (independientemente de la longitud del marcador) con la regién espaciadora de cox2-3
que con el espaciador de RuBisCo. De manera similar, tomando en cuenta la longitud de los
marcadores, la proporcion de sitios segregantes es alrededor de cuatro veces mayor con el marcador
mitocondrial que con el plastidial, reflejo de la gran cantidad de variacion presente en el genoma
mitocondrial (~16%>3.7%). Sin embargo, estos resultados contrastan con el estudio provisto por
Yow et al. (2013), ya que se reportan menos de cuatro diferencias en pares de bases en poblaciones
de Gracilaria changii de Malasia, por lo que consideran poco variable a la region espaciadora de cox2-
3.

Al comparar los estimados poblacionales de ambos marcadores, se ha encontrado que la localidad
de Sabancuy es aquella con los parametros mas elevados de variacion y diversidad genética, en
tanto que las localidades de Playa Bonita y Bahia de Tortuga presentan los valores mas bajos,
incluso de cero en el pardmetro de diversidad haplotipica con el espaciador de cox2-3 para esta
ultima. Sin embargo, debe considerarse que el tamafio de muestra de tales localidades con ambos
marcadores es menor que el considerado para las localidades restantes, por lo que podria haber una

subestimacion de la variacion genética en Playa Bonita y Bahia de Tortuga.

Segun los resultados de la presente tesis y el estudio de Palma ez al. (2017), 1a region espaciadora de
cox2-3 fue mas variable que la region espaciadora de RuBisCo de manera consistente con lo descrito
por Zuccarello et al. (1999a), quien originalmente describe al marcador mitocondrial como un
marcador altamente recomendable en estudios de variacion genética de algas rojas, en particular
con Bostrychia Montagne y Caloglossa leprieurii (Montagne) G. Martens, géneros pertenecientes al

orden Ceramiales. Yow e al. (2013) mencionan que los marcadores mitocondriales son mas



variables que los cloroplasticos, aunque refieren al gen COI como un marcador incluso mas variable
que la region espaciadora cox2-3 para Gracilaria changii (B. M. Xia & 1. A. Abbott) I. A. Abbott, J.
Zhang & B. M. Xia. Sin embargo, Nunez-Resendiz (2015) y Nufiez-Resendiz et al. (2016)
describieron a la region espaciadora de RuBisCo como un marcador mas variable que la region

espaciadora cox2-3, para el complejo Hydropuntia cornea / Hydropuntia usneoides.

9.2 ESTRUCTURA, DIFERENCIACION Y FLUJO GENICO
Espaciador de RuBisCo

Estructura y diferenciacion genética. El valor general de Fsr sensu Hudson, Slatkin & Maddison
(1992) indic6 una gran diferenciacion genética segun los intervalos delimitados por Wright (1978)
y Hartl &Clark (2007) ya que 0.47420>0.25, lo cual resultaria en una estructuracion significativa de
las poblaciones estudiadas. A través del AMOVA, el valor general de ®p; fue estadisticamente
significativo y distinto de cero (®pr=0.268, P=0.009) lo que refleja cierta divergencia ocurrida entre
las poblaciones muestreadas de M. cylindrica. Los porcentajes de varianza molecular se
distribuyeron de la siguiente manera: la varianza al interior de las poblaciones respecto del total se
reflejé en un 70% en tanto que el porcentaje de varianza entre las poblaciones fue de 30%, valores

relacionados en una proporcion de >2:1.

Flujo génico. Se observd un bajo valor bajo de flujo génico reflejado en el nimero de migrantes
(Nm=0.55<1) sensu Hudson, Slatkin & Maddison (1992), lo que derivaria en el aislamiento y
fragmentacion de las poblaciones estudiadas como uno de los efectos de la deriva génica al no haber
cierta conectividad genética (Hedrick 2011). Por otro lado, el estimado de Nm general obtenido a
través del AMOVA para genoma haploide (Nm=1.367>1) refleja cierta conectividad genética entre
las poblaciones lo cual ayudaria a homogenizar la variacion encontrada en la muestra (Hedrick
2011, Peakall & Smouse 2006, 2012). Sin embargo, debe tomarse en cuenta que la estimacidén
indirecta de Nm a través de @pr involucra distintos supuestos frecuentemente atribuidos a
poblaciones ideales: tamafios poblacionales constantes, flujo génico al azar, neutralidad selectiva y
ausencia de estructura, por lo que deben ser interpretadas cautelosamente; sin embargo, proveen
informacion util acerca de la magnitud aproximada del flujo génico ocurrido de manera natural en

las poblaciones (Wood & Garner 2007).
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Espaciador de cox2-3

Estructura y diferenciacion genética. El valor general de Fsr sensu Hudson, Slatkin & Maddison
(1992) indic6 una gran diferenciacion genética segun los intervalos delimitados por Wright (1978)
y Hartl &Clark (2007) ya que 0.52822>0.25 e incluso un estimado mayor que el valor obtenido con
el marcador anterior (0.52>0.47) lo cual resulta en una estructuracién significativa de las
poblaciones estudiadas. A través del AMOVA, el valor general de ®pr fue estadisticamente
significativo y distinto de cero (®pr=0.363, P=0.001); de manera similar a Fgr, refleja mayor
divergencia ocurrida entre las poblaciones muestreadas de M. cylindrica que con el marcador
anterior. Los porcentajes de varianza molecular se distribuyeron de la siguiente manera: la varianza
al interior de las poblaciones respecto del total se reflej6 en un 64% en tanto que el porcentaje de
varianza entre las poblaciones fue de 36%, valores relacionados en una proporcion de <2:1,

ligeramente menor a la proporcion y los porcentajes mencionados del espaciador de RuBisCo.

Flujo génico. Se observd un bajo valor bajo de flujo génico reflejado en el numero de migrantes
(Nm=0.45<1) sensu Hudson, Slatkin & Maddison (1992), menor al del espaciador de RuBisCo
(0.45<0.55), lo que derivaria en menor conectividad genética entre las poblaciones que tal marcador
(Hedrick 2011). Por otro lado, el estimado de Nm general obtenido a través del AMOVA
(Nm=0.867<1), menor que el observado con el marcador plastidial, refuerza la aseveracién basada
en el estimado anterior, resaltando los posibles efectos de la deriva génica en la muestra (Hedrick

2011).

9.3  DIFERENCIACION GENETICA VS. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La falta de significancia estadistica asociada a los resultados del estimado de 7, con ambos
marcadores, indica que no existe una relacidn lineal entre los estimados de diferenciacion genética
pareada (®pr) y la distancia geografica que separa a las poblaciones de cada localidad, por lo que
no pueden establecerse relaciones de proporcionalidad observadas en la recta de ajuste lineal. Esto
es, que las poblaciones mas cercanas entre si tienden a ser mas similares genéticamente por efectos
estocasticos en el caso de los marcadores estudiados (Diniz-Filho ez al. 2013). Sin embargo, esto no
indica la independencia entre variables (distancia geografica y diferenciacion genética), sino que
potencialmente existen relaciones no lineales entre ambas. Los valores de probabilidad de la prueba

de Mantel tienden a ser decrecientes al incrementar el area geografica de estudio; sin embargo, la
~82 ~



falta de significancia estadistica se ha observado en estudios en escalas geograficas menores, como
el caso de Hizikia fusiformis (Harvey) Okamura con RAPD (Alberto et al. 1999) y Porphyra umbilicalis
Kiitzing, esta ultima en un muestro restringido al Golfo de Maine, EE. UU. con microsatélites

(Eriksen et al. 2016).

9.4 PRUEBAS DE NEUTRALIDAD Y EVENTOS DEMOGRAFICOS
Espaciador de RuBisCo

Debido a las diferencias estadisticamente no significativas entre theta y =, los parametros de D de
Tajima, F* de Fu & Liy Fs de Fu arrojaron valores esperados bajo neutralidad selectiva y tamafios
poblacionales constantes. En asociacion con la magnitud de los estimados de variacion y diversidad
genética reportados para este marcador, el espaciador de RuBisCo representa una regién mas
conservada que aquella estudiada en el genoma mitocondrial (Nufiez-Resendiz 2015, Nufiez-
Resendiz et al. 2016).

Espaciador de cox2-3

Los estimados obtenidos con este marcador, todos con significancia estadistica y valores positivos,
indican una deficiencia de variantes, reducciones en tamafos poblacionales en el pasado reciente y
la injerencia de la seleccidon natural de tipo balanceadora, favoreciendo a los genotipos heterdcigos.
Debido al andlisis de dos regiones en genomas cuya segregacion es independiente entre si, existe
una gran probabilidad de que la seleccion natural haya actuado puntualmente en la muestra al
mantener genotipos heterdcigos analizados con el locus mitocondrial (espaciador de cox2-3).
Debido a la falta de significancia estadistica de los estimados de neutralidad selectiva y los valores
moderados de variacidn genética obtenidos con el marcador plastidial, 7. e., region mas conservada
que el marcador mitocondrial, es menos probable el efecto homogéneo en la variacidon genética

ocasionado por la deriva génica en ambos marcadores.

9.5 DISTRIBUCION HAPLOTIPICA Y REDES DE HAPLOTIPOS

Debido a la aparente relaciéon en forma de funcién matematica entre los haplotipos de ambos
marcadores y existencia de dos entidades genéticamente diferenciadas con el marcador

~ 83 ~



mitocondrial, se tratd de relacionar a los haplotipos plastidiales R1 y R4 con los haplotipos C1, C4,
C5, C8y C9 del grupo genético GI del marcador mitocondrial, en tanto que los haplotipos R2 y R3
relacionados con C2, C3, C6 y C7. Sin embargo, tal relacién no se cumplié con las muestras del
haplotipo R1 (ancestral) PX: 1-14, PX: 1-15 y PX :1-16 (H44, H45 y H46 en clave de laboratorio,
respectivamente) de la poblacion de Punta Xen, las cuales resultaron con haplotipo C7 del grupo
GII con el marcador mitocondrial, por lo que se podria establecer un simil de una relacién no
inyectiva (Figura 20). Por lo tanto, en la muestra analizada no existe una relacion directa entre los
haplotipos encontrados con el marcador plastidial y los haplotipos mitocondriales, incluso entre
individuos de dos entidades genéticamente diferenciadas bajo el supuesto de que sean dos especies
distintas, segin la red haplotipica resultante del marcador mitocondrial y los porcentajes de
distancias genéticas posteriores. Debido a esto, se sugiere un posible entrecruzamiento entre

individuos de ambos grupos genéticos.

Haplotipo ,

plastidial Grupo genético
- mitocondrial
. o
- GII
R4 |

Figura 20. Esquema de la relacion entre los haplotipos del marcador plastidial y los grupos genéticos del marcador mitocondrial.

Espaciador de RuBisCo

La red haplotipica obtenida revel6 cuatro haplotipos interconectados a partir de diferencias
moderadas entre las poblaciones muestreadas. La distribucion haplotipica en las poblaciones de M.
cylindrica evidencié que las poblaciones mas parecidas en cuanto a su conformacion haplotipica
fueron Isla Aguada, Sabancuy y Punta Xen, mas cercanas al estado de Tabasco y a su vez las mas
cercanas entre si; se ubicaron los mismos haplotipos (R1 y R2) aunque con distinto tamafo de
muestra en R1 de Isla Aguada. Empero, a medida que las poblaciones se acercaron mas al estado
de Yucatan surgieron haplotipos tnicos y restringidos (R3 y R4) a las poblaciones de Bahia de
Tortuga y Playa Bonita, respectivamente, los cuales no se encontraron en las primeras tres
localidades, posible indicio de cierto aislamiento reproductivo entre Bahia de Tortuga-Playa Bonita
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y las poblaciones mencionadas. Sin embargo, la presencia de los haplotipos compartidos R1
(ancestral) en Playa Bonita y R2 en Bahia de Tortuga, sugiere que existe intercambio genético escaso
entre las poblaciones muestreadas o eventos de migracion, desde las poblaciones més cercanas a

Tabasco hacia aquellas mas cercanas a Yucatan.
Espaciador de cox2-3

La red obtenida con la region espaciadora cox2-3 mostré una estructuracion total de la muestra en
nueve haplotipos, agregados en dos grupos genéticos (GI y GII), correspondientes con dos grupos
o entidades bioldgicas diferenciadas y subyacentes en M. cylindrica. En el grupo GII el haplotipo
sugerido por el programa como el ancestro fue C3 por el mayor peso como grupo externo. Sin
embargo, este haplotipo se restringio a la localidad de Isla Aguada y s6lo estuvo representado por
un individuo, por lo que se considera que el haplotipo compartido C2 seria el posible ancestro ya
que present6 el mayor numero de individuos (n=10), el mismo numero de conexiones que C3 (2) y
su localizacion en tres de cinco localidades. Las poblaciones mas ricas en haplotipos y que
presentaron el mayor numero de haplotipos unicos fueron Isla Aguada (h=5), Sabancuy (h=4) y
Punta Xen (h=3), poblaciones cuya localidad se encuentra mas cercana al estado de Tabasco,
mientras que la conformacion haplotipica de Bahia de Tortuga y Playa Bonita fue mas homogénea
(h=2 en ambas). Esta distribucién haplotipica sugiere un moderado intercambio genético entre las
poblaciones, eventos de migracion activos o la variacion asociada al marcador mitocondrial, mas

variable que el marcador plastidial en la muestra (Palma Ortiz et al. 2017).

De manera similar a la region espaciadora de RuBisCo, con la region espaciadora de cox2-3 se
percibi6 cierta homogeneidad haplotipica en aquellas poblaciones mas préoximas al estado de
Yucatan, aunque sin el surgimiento de haplotipos novedosos: en Bahia de Tortuga solamente se
presentd el haplotipo C2 presente en Isla Aguada y Sabancuy, en tanto que en Playa Bonita se
registraron los haplotipos C5 y C4 de Isla Aguada. Por otro lado, cierta heterogeneidad haplotipica
se observo en aquellas poblaciones mas cercanas al estado de Tabasco (Isla Aguada, Sabancuy,
Punta Xen), tal como describieron Nufiez-Resendiz et al. (2016) para el complejo Hydropuntia cornea

/ Hydropuntia usneoides (C. Agardh) Gurgel & Fredericq.

La forma en estrella de ambas redes haplotipicas indica un proceso reciente de expansion

demografica (Slatkin & Hudson 1991) lo que sugiere que las poblaciones de M. cylindrica no estan
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en equilibrio, similar a lo descrito por Nufiez-Resendiz et al. (2016) para las poblaciones del

complejo Hydropuntia cornea / Hydropuntia usneoides en Campeche.
9.6  ANALISIS FILOGENETICOS

Los analisis filogenéticos del presente trabajo se mostraron coherentes con los resultados
proporcionados por Nufiez-Resendiz et al. (2017a), cuyo trabajo a partir del marcador plastidial rbcL.
y un analisis morfologico mostré la independencia de la especie Meristotheca cylindrica dentro de
Solieriaceae, la cual se evidencié como grupo hermano del clado conformado por M. papulosa, M.
procumbens, M. coacta'y M. imbricata, y su diferenciacion respecto a Fucheuma; de manera similar, en
el estudio posterior de Nufniez-Resendiz et al. (2017¢) a partir de los marcadores moleculares COI-
5P, espaciadora de RuBisCo y rbcL,, se detallan las mismas relaciones de Meristotheca cylindrica
dentro de Solieriaceae. Sin embargo, en este ultimo estudio el andlisis de seis muestras (H29, H6,
H22, H10, H21 y H37), previamente identificadas como Eucheuma sp., permitio el establecimiento
del género reciente Tepoztequiella a través de la especie T. rhizoidea, que junto con la secuencia de
Meristiella sp. de Puerto Rico formo el grupo hermano de las especies del género Meristotheca. En la
presente tesis, asi como el estudio previo de Palma Ortiz et al. (2017), el andlisis de tales muestras
con el marcador plastidial (espaciador de RuBisCo) hasta entonces identificadas como M. cylindrica
arrojo que todas pertenecen al haplotipo R1; sin embargo, la falta de las secuencias con el marcador
mitocondrial y la relacidon observada entre los haplotipos de ambos marcadores no permiten
establecer a qué grupo genético del marcador mitocondrial pertenecen las muestras de 7. rhizoidea,
aunque se conservo la divisién en dos grupos genéticos con sus respectivos haplotipos previamente

obtenida con las redes haplotipicas.
Espaciador de RuBisCo

Los analisis filogenéticos de inferencia bayesiana y maxima verosimilitud fueron congruentes con
la estructura genética definida con este marcador, carente de estructura tal que delimitara mas de
un grupo genético en la red haplotipica. Se detecté un grupo monofilético con la totalidad de las
muestras, ademas de un conjunto en su interior constituido por las muestras pertenecientes a los
haplotipos R2 y R3. Tales muestras, a excepcidén de PX: 1-13 (E11 en clave de laboratorio, haplotipo
plastidial R2, sin marcador mitocondrial secuenciado), coincidieron con los haplotipos C2, C3 'y
C7 pertenecientes al grupo genético GII de la region espaciadora de cox2-3, como detallaron Palma

Ortiz et al. (2017). El grupo hermano del clado monofilético de M. cylindrica fue Eucheuma isiforme.
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Espaciador de cox2-3

Los analisis filogenéticos de inferencia bayesiana y maxima verosimilitud del marcador
mitocondrial arrojaron un clado subdividido en los grupos GI y GII, consistente con los grupos
genéticos y sus respectivos haplotipos obtenidos con la red haplotipica mediante parsimonia
estadistica. De igual manera, se ubicé sistematicamente a E. isiforme como grupo hermano del clado

conformado por los grupos genéticos subyacentes en M. cylindrica.

9.7 DISTANCIAS GENETICAS Y DIVERGENCIA
Espaciador de RuBisCo

Las distancias genéticas no corregidas mostraron dos valores entre los haplotipos observados: a)
entre los conjuntos R1-R4 y R2-R3 (1.1%) y b) entre R3 y R4 (4.3%). Estos resultados se asemejan
a las distancias genéticas interespecificas reportadas por Nufiez-Resendiz et al. (2017a) entre M.
cylindrica y otras especies del género, las cuales varian de un minimo de 2.8% (M. procumbens P. W.
Gabrielson & Kraft, de Fiji) a un maximo de 4.4% (Meristotheca sp., de Taiwan), en tanto que
contrastan significativamente con las distancias intraespecificas cuyo intervalo de variacion es de

0.2% a 0.4%.
Espaciador de cox2-3

Las distancias genéticas no corregidas, entre los haplotipos y los grupos genéticos, mostraron
valores significativamente mayores que el marcador plastidial: entre GI y GII, con un maximo de
14.8% y un promedio de 8.3%. Este porcentaje es alrededor del triple de los porcentajes de
diferencias entre las especies de Meristotheca sp. (Nufiez-Resendiz 2017a). Por lo tanto, las distancias
genéticas obtenidas con el marcador mitocondrial sugieren que ambos grupos genéticos
corresponden con dos entidades diferenciadas a nivel de género, con valores similares a aquellos
reportados entre géneros de la familia Gracilariaceae en un promedio de 8.8% asi como una
divergencia de 12.6% entre Gracilaria chilensis C. J. Bird, McLachlan & E. C. Oliveira y Gracilariopsis
sp. (Yang et al. 2008).
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9.8 ANALISIS MORFOLOGICO

Morfologicamente, existe homogeneidad entre los datos anatdbmicos cuantitativos obtenidos en las
muestras registradas como M. cylindrica en el presente estudio de tesis. A través del analisis multiple
de varianza se pudo establecer que no existen diferencias significativas entre los datos en funcion
de las variables independientes (grupo 1 y 2), esto es, que los estimados observados en la muestra
podrian pertenecer a cualquiera de los grupos morfolégicos definidos previamente a partir del grado
y patrén de ramificacion por Palma Ortiz et al. (2017), caracteres incluidos en la descripcion original
de la especie por Nufiez-Resendiz et al. (2017a). Por lo tanto, las diferencias morfologicas entre
ambos grupos morfoldgicos se limitan al patrén y grado de ramificacion en el talo vegetativo y las
diferencias en la corteza: Grupo 1, con patrén de ramificacidn solo alterna, grado de ramificacion
bajo o poco ramificado, con rizoides en la corteza interna; Grupo 2, con patrén de ramificacion
alterna-opuesta, grado de ramificacion alto o altamente ramificado (Nufiez-Resendiz et al. 2017a,

Palma Ortiz et al. 2017).

Actualmente, los ejemplares de herbario del grupo 1 revisados en el presente trabajo (UAMIZ 1257,
UAMIZ 1259) constituyen el isotipo de Tepoztequiella rhizoidea descrita recientemente por Nuiez-
Resendiz et al. (2017¢), la cual se diferencia de Meristotheca cylindrica al comparar ciertos caracteres

del talo vegetativo agregando algunos estados de caracter (Tabla 19).

Tabla 19. Comparacién de caracteristicas morfologicas entre las especies M. cylindricay T. rhizoidea (modificado de Nufiez-
Resendiz et al. 2017c). Cl=corteza interna.

Especie Ramificacion Médula Corteza

Dicotémica o alternada- Filamentos amplios y

. e . . Sin rizoides
opuesta; muy ramificada rizoides sin ramificar

Meristotheca cylindrica

De alternada a Filamentos estrechos .
. .. . CI con rizoides de
Tepoztequiella rhizoidea  pseudodicotémica; poco €ON NUMErosos ,
: . una a tres células
ramificada rizoides

9.9  VARIACION GENETICA VS. VARIACION MORFOLOGICA

En el estudio previo de Palma Ortiz et al. (2017) se planteo la existencia de dos grupos morfolégicos
al interior de la especie, basada en el patrén y grado de ramificacion de los ejemplares de herbario
analizados. Sin embargo, a través de los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis (en

particular con los estimados de los parametros de interés con la region espaciadora de cox2-3) y el
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establecimiento del género Tepoztequiella con su especie 1. rhizoidea, se hace patente la diferenciacion
en dos géneros independientes con sus respectivas especies, aunque con un espectro de variacion
morfologica similar por lo que se descarta un posible caso de plasticidad fenotipica al interior de M.

cylindrica.

En el caso particular de Meristotheca cylindrica, 1a variacion encontrada con la regién espaciadora de
RuBisCo fue significativamente menor que el espaciador mitocondrial con menos de 10 pb de
diferencias. Sin embargo, Zuccarello et al. (2006) sugieren que, incluso con una sola diferencia en
pares de base, se podria dar indicios de especies cripticas con aislamiento reproductivo, en tanto

que la variacién mostrada con la region de cox2-3 ocurre en mayor medida al interior de las especies.

La existencia de dos grupos de haplotipos (GI y GII) y las distancias genéticas entre estos, asi como
la consistencia con los analisis filogenéticos, en un principio podrian establecer una relacidén
excluyente entre los haplotipos mitocondriales y plastidiales de cada especie. Sin embargo, como se
menciono anteriormente, no existe tal relacion de independencia por lo que el analisis molecular de
las muestras de Meristotheca cylindrica debe complementarse con su respectivo andlisis morfologico.
Tal asignacion de haplotipos sugirid un posible entrecruzamiento entre individuos de ambos grupos

de haplotipos.

Debido al intervalo de distribucion reportado en el litoral del Atlantico mexicano para ambas
especies, M. cylindricay T. rhizoidea, se sugiere un evento de especiacion simpatrica que dio origen
a tales entidades bioldgicas, el cual se caracteriza por iniciar con barreras de tipo ecologico,
fisiolégico o conductual, y posteriormente culminar en la diferenciacion en distintas especies a
través de barreras reproductivas en un mismo intervalo de distribucion geografica. Los resultados
de la prueba de Mantel constituyen un indicio de que la distribucion geografica de las poblaciones
no corresponde de manera lineal con la diferenciacion genética entre las mismas, por lo que los
patrones de variacion y estructura genética de las poblaciones pueden ser ocasionados por

diferencias entre las variables ambientales que caracterizan a las localidades de origen.
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10. CONCLUSIONES

La variacion genética observada dentro y entre las poblaciones de Meristotheca cylindrica, en conjunto
con el agrupamiento haplotipico de los individuos y su distribucion geografica, revela la presencia
de distintos genotipos utilizando un fenotipo lo suficientemente similar como para confundir la

identificacion taxonoémica.

Los estimados de estructura y diferenciacion genética revelan mayores diferencias con el espaciador
de cox2-3 que el espaciador de RuBisCo. Tanto la red haplotipica obtenida por parsimonia
estadistica como los analisis filogenéticos muestran la asignacion de los individuos en dos grupos

genéticos distintos con el marcador mitocondrial, GI y GII.

Los estimados pareados de diferenciacion genética y flujo génico efectivo, al comparar ambos
marcadores, permitieron determinar que las poblaciones mas similares son Sabancuy y Punta Xen,

en tanto que las mas diferenciadas son Bahia de Tortuga y Playa Bonita.

Entre la variacion genética y la distribucidén geografica de las poblaciones no existe una relacion
lineal, por lo que se descarta la idea de que la diferenciacién genética en ambos marcadores
incremente o disminuya linealmente en funciéon de la distancia geografica que separa a las

localidades.

La distribucion de los haplotipos, la relaciéon entre los haplotipos del marcador plastidial y el
marcador mitocondrial, ademas de los estimados de flujo génico entre las poblaciones, sugiere el

entrecruzamiento entre los individuos de las entidades diferenciadas y subyacentes en M. cylindrica.

Las distancias genéticas obtenidas entre GI y GII con la region espaciadora de cox2-3, muestran
diferencias similares a las reportadas a nivel de género; tales diferencias son congruentes con la
delimitacidn de especies y la agrupacion por parsimonia estadistica. Adicionalmente, el analisis con

rbcL. y COI-5P de Nufez-Resendiz et al. (2017¢) confirma la divergencia a nivel genérico.
Los grupos genéticos GI y GII corresponden con Meristotheca cylindrica y Tepoztequiella rhizoidea.

Las muestras pertenecientes al grupo morfoldgico al corresponde con las muestras de T. rhizoidea,

en tanto que el grupo morfologico 2 corresponde con M. cylindrica.
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La regién espaciadora de cox2-3 mostrdé mayor variabilidad que el marcador cloropléstico, por lo
que se recomienda su utilizacion en estudios de genética de poblaciones y filogeografia en muestras

pertenecientes a la familia Solieriaceae.

11. PERSPECTIVAS

Con la finalidad de establecer hipotesis mas sélidas sobre los procesos que ocurren al interior de M.
cylindrica, sera necesario un incremento en el intervalo de muestreo a lo largo de la Peninsula de
Yucatan (o mas general, al Golfo de México) asi como el numero de individuos por poblacion. De
esta manera, podran utilizarse herramientas que permitan hacer inferencias mejor sustentadas sobre
la estructura poblacional y la cantidad de variacion genética en funcion de barreras y procesos
geograficos (SAMOVA, MEM), o hipotetizar sobre estados anteriores de los tamanos poblacionales

(skyline plots).

Por otra parte, serd necesario el incremento en el numero de marcadores moleculares o regiones
(genes, genomas) susceptibles de ser analizados bajo los parametros de variacion, diversidad y
diferenciacion genética, ya que permitirdn un mejor conocimiento de la variacion genética y su
fluctuacién en funcidon de los principales mecanismos evolutivos, asi como de los eventos
demograficos ocurridos en el pasado reciente que han modificado la dindmica poblacional de la

especie en cuestion hasta lo reportado actualmente.

En particular, se deberd complementar el conjunto de datos de la region espaciadora de cox2-3 con
las secuencias faltantes (presentes en el conjunto de datos de la regidén espaciadora de RuBisCo),
con el objetivo de homogeneizar la muestra en su totalidad y definir a qué grupo genético de la

region espaciadora de cox2-3 pertenecen las muestras correspondientes a Tepoztequiella rhizoidea.

Finalmente, debido al probable proceso de especiacién simpatrica en la region, se debera
complementar el estudio con un andalisis de las variables ambientales a las cuales estan sujetas las
poblaciones, tales como la temperatura, la salinidad y el pH, que efectivamente sugieran distintas
condiciones ecoldgicas entre las localidades. De igual manera, estudios de ecofisiologia podrian

utilizarse para cuantificar la respuesta diferencial entre cada especie ante los estimulos ambientales.
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14. ANEXOS

Anexo 1. Extraccion de DNA y purificacion; modificacion a la técnica del fabricante con Kit:
DNeasy Plant Minikit (QIAGEN).

Notas antes de comenzar:

El kit de extraccion DNeasy Plant Minikit puede ser almacenado a temperatura ambiente (15-25°C)
por un afno.

Todos los pasos de centrifugacion se llevaran a cabo a temperatura ambiente (15-25°C).
Anadir etanol al 100% a los concentrados de amortiguador AW1y AW2.

Precalentar un termoblock a 65°C.

Colocar los pistilos en un vaso de precipitados con solucion de cloro.

Colocar y etiquetar los tubos a utilizar por muestra (5): microtubo inicial, columna lila, microtubo
de 1.5 mL, columna blanca, microtubo de 1.5 final.

Colocar tejidos en microtubos de 1.5 pL; triturar con ayuda de un pistilo previamente
enjuagado con agua desionizada.

Anadir 400 pL del amortiguador AP1 y 4 pLL de RN Aasa A. Mezclar en voértex e incubar a
65°C durante 30 minutos. Invertir los tubos cada 10 minutos durante la incubacién.

% *Una vez transcurrido este paso, el proceso puede ser detenido hasta 24 horas.

% Nota: No mezclar amortiguador AP1 y RNAasa A antes de su uso.
Anadir 130 pL del amortiguador P3. Mezclar en vortex e incubar por 5 min. en el hielo.
% Las muestras pueden ser incubadas en hielo hasta 8 horas.

Centrifugar microtubos por 5 minutos a 14,000 rpm.

Extraer los lisados y colocarlos en la columna QIA shredder (lila). Centrifugar por 2 minutos
a 13,000 rpm.

Transferir el liquido a un nuevo microtubo sin tocar el pellet. Afladir 1.5 volimenes del
amortiguador AW 1 y mezclar por pipeteo.

Transferir 650 pLL de la mezcla a una columna DNeasy Minispin (transparente) colocada en
un tubo colector de 2 pL. Centrifugar por 1 min. a 8,000 rpm y desechar el liquido del fondo.
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8.

9.

¢ Repetir el paso anterior afiadiendo lo restante al filtro, si el volumen fue mayor a 650 pL.
¢ De preferencia conservar las puntas utilizadas en su tubo correspondiente.

Colocar la columna en un nuevo tubo colector y afiadir 500 uL. del amortiguador AW?2.
Centrifugar por 1 minuto a 8,000 rpm. Desechar el liquido y reutilizar el tubo.

Anadir nuevamente 500 pL del amortiguador AW2. Se haran dos centrifugaciones
sucesivas: a) por 1 minuto a 8000 rpm; b) por 2 minutos a 13,000 rpm.

10. Transferir la columna al microtubo final etiquetado. Evitar contacto con el sobrenadante.

11. Anadir 100 pL del amortiguador AE precalentado a ~60°C en termoblock e incubar a

temperatura ambiente por 30 minutos. Centrifugar por 1 minuto a 8,000 rpm.

Anexo 2. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% para productos de PCR.

a) Camara grande (32 pozos).

1.

2.

Pesar 0.8 g de agarosa en la balanza electronica.
Verter 50 mL de amortiguador TBE 0.5X en una probeta.

Preparar la placa de la camara de electroforesis al colocar cinta papel en los bordes, 1o que
evitara que se desborde el amortiguador.

En un matraz de 50 mL, agregar la agarosa y el amortiguador; mezclar suavemente.

Colocar el matraz en el microondas por lapsos de 20 segundos; agitar y mezclar entre
periodos.

Finalizar el calentado una vez que la mezcla se torne transparente, antes de ebullir.

Colocar 0.45 pLL de GelRed al sacar el matraz; agitar.

. Verter la mezcla caliente en la placa previamente sellada; colocar peines y dejar reposar.

Una vez solidificado el gel, colocar la placa dentro de la camara de electroforesis y verter
TBE 0.5X hasta donde indica la flecha.

10. Colocar 1 pL de amortiguador de carga y 4 uLL de producto de PCR en un pedazo de parafilm

y mezclar.

11. Con puntas estériles, colocar la muestra dentro de los pozos del gel de agarosa; colocar 2 pL

de marcador de peso molecular en el primer pozo de cada fila.
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12. Conectar adecuadamente los cables de la camara de electroforesis, segin su color, en la

estacion de carga.

13. Programar a 100 V y 400 mA durante 23 minutos.

14. Una vez que haya terminado la muestra, transferir el gel al transiluminador; observar y

fotodocumentar los resultados.

b) Camara pequeia (16 pozos).

1.

Pesar 0.4 g de agarosa en la balanza electronica.

2. Verter 25 mL de amortiguador TBE 0.5X en una probeta.

3.

Preparar la placa de electroforesis con cinta papel en los bordes.

4. Enun matraz de 50 mL, agregar la agarosa y el amortiguador; mezclar suavemente.

*Los siguientes pasos seran los mismos que los descritos para la cdmara grande.

Anexo 3. Purificacién de amplificaciones (PCR); modificacion a la técnica del fabricante con Kit:
PCR Purification kit (QIAGEN).

Antes de comenzar:

Anadir etanol (96-100%) al amortiguador PE antes de utilizarlo (revisar el volumen en el
envase).

Amortiguador EB: 10 mM Tris-Cl, pH 8.5.

Etiquetar una columna QIAquick y un tubo eppendorf de 1.5 mL por muestra.

. Anadir 5 volumenes de amortiguador PB a 1 volumen de muestra de PCR y mezclar en el

tubo hasta homogenizar (eliminar consistencia aceitosa). No es necesario remover aceites
minerales ni queroseno.

Verter la mezcla en la columna QIAquick (lila) y centrifugar a 13000 rpm por 1 minuto.
Eliminar el filtrado. Colocar la columna de regreso en el tubo colector.

Anadir 750 uLL de amortiguador PE a la columna QIAquick y centrifugar a 13000 rpm por
1 minuto.
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5. Desechar el filtrado y colocar la columna en el mismo tubo colector. Centrifugar a 13000
rpm por 1 minuto.

Nota: Repetir este paso.

6. Colocar columna en microtubo nuevo y etiquetado, afiadir 30 uL. de amortiguador EB o
agua al centro de la columna QIAquick.

7. Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos y centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.

Nota: El amortiguador utilizado para la elucion debe ser vertido directamente sobre la membrana
QI Aquick para una elucion completa del DNA.

8. Almacenar a -20°C.

La eficiencia de la elucion depende del pH. La elucion méxima se alcanza entre pH 7.0 y 8.5.
Cuando se use agua, asegurese de que su pH se ubique en tal intervalo y almacenar el DNA a -20°C
ya que el DNA puede degradarse en ausencia de amortiguador. El DNA purificado también puede
ser eluido en amortiguador TE (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8.0); sin embargo, considere que
el EDTA puede inhibir reacciones enzimaticas subsecuentes.

Anexo 4. Conjunto de secuencias del espaciador de RuBisCo utilizadas en los analisis moleculares.
Las secuencias de Meristotheca cylindrica obtenidas en el presente estudio presentan el prefijo Mc en
conjunto con el numero de haplotipo (solo secuencias representativas), localidad, ntimero de
muestra, oligonucle6tido empleado y el numero de acceso de GenBank (solo secuencias
representativas); las abreviaturas de cada localidad se detallan en la Tabla 4. Las secuencias
restantes, pertenecientes a géneros de Solieriaceae y al grupo externo (Hydropuntia cornea), contienen
el nombre de la especie, localidad y numero de acceso de GenBank.

>Hydropuntia cornea Mexico_KT026289

GTTAATTATTTTTAACAGATACAAAAATATTAAAGGAGTATTTATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTCTCTTT
CCTTCCAGACATGACAGATGATCAAATTACTAAACAGATTCAATATGCTATTTTACAAAATTGGTCTATTAGTATT
GAATATACCGAAGATCCACATCCGCGTAATAATT

>R1_McIA_E10_spacerF_KY979260

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>R2_McIA_E20_spacerF_KY979261

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACCTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCAATAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCACATCCAAGAAATAGTT
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>MCclIA_E26_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACCTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCAATAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCACATCCAAGAAATAGTT

>McIA_E32_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>MCcIA_E51_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McIA_E59_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>MCcIA_E73_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McIA_E74_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>MCcIA_E93_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>MCcIA_E105_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McPX _E11_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACCTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCAATAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCACATCCAAGAAATAGTT

>McPX_EA41_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT
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>McPX_E82_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACCTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCAATAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCACATCCAAGAAATAGTT

>McIC_H44_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McIC_H45_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McIC_H46_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>MCcIC_E3_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McIC_E44_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McIC_E54_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McPB_E1_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>R4_McPB_H70_spacerF_KY979263

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGACTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACCCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McPB_E75_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT
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>McPB_H42_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McPB_H49_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McPB_H51_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McPB_H52_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McPB_H53_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McS_E2_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McS_E13_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McS_E14_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McS_E18_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACCTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCAATAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCACATCCAAGAAATAGTT

>McS_E28_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT
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>McS_E38_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCANCCAAGAAATAGTT

>McS_E58_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>McS_E65_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACCTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCAATAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCACATCCAAGAAATAGTT

>McS_E104_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCGCACCCAAGAAATAGTT

>R3_McBT _92-12_spacerF_KY 979262

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACCTATTGAGATTAACACAAGGAACCTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCAATAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCACATCCAAGAAATAGTT

>McBT_92-16_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACCTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCAATAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCACATCCAAGAAATAGTT

>McBT_92-13_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACCTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCAATAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCACATCCAAGAAATAGTT

>McBT_92-15_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACCTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCAATAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCACATCCAAGAAATAGTT

>McBT_93-1_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACCTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCAATAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCACATCCAAGAAATAGTT

>MCcBT_93-2_spacerF

ATTAAAGATCTTATACAATTGCTTAACTATTAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACCTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGAACAAATCAATAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAATTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCACATCCAAGAAATAGTT
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>Kappaphycus alvarezii Philippines_ AF489866

ATTAAAAATCTTATACCATTGTTTAACTATCAAAGGAGTATATATAGTGAGACTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGACCAAATTACTAAACAGATTAACTACGCCATATCTCAAAACTGGGCTATTAATAT
AGAATTTACTGAGGATCCTCATCCAAGAAATAGTT

>Eucheuma denticulata Indonesia_AY 687412

ATTAAAAATCTTATATAATTGTTTAATTATCAAAGGAGTATATATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATTC
CTACCAGATTTAACTGACGACCAAATTACTAAACAGATTAATTACGCCGTATCTCAAAACTGGGCTATCAATATA
GAATTTACTGAAGACCCACATCCAAGAAATAGTT

>K. inermis Philippines KF687989

ATTAAAAATCTTATACCATTGTTTAACTATCAAAGGAGTATATATAGTGAGACTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGACCAAATCACTAAACAGATTAACTACGCCATATCTCAAAACTGGGCTATTAATAT
AGAATTTACTGAGGATCCTCATCCAAGAAATAGTT

>K. cottonii Phillipines_ AF489869

ATTAAAAATCTTATACAATTGTTTAACTATCAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGACCAAATCACTAAACAAATTAACTACGCCATATCTCAAAACTGGGCTATTAATAT
AGAATTTACTGAGGATCCTCATCCAAGAAATAGTT

>E. platycladum Tanzania_AY687406

ATGAAAAATCTTATATAATTGTTTAACTATAAAAGGAGTATACATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGACCAAATCACTAAACAGATTAATTATGCCGTATCTCAAAATTGGGCTATTAATAT
AGAATTTACTGAGGACCCACATCCAAGAAACAGTT

>E. isiforme USA_AY 687403

ATTAAAAGTCTTATACAATTGTTTAACTATAAAAGGAGTATATATAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGACCAAATCACTAAACAAATTAATTACGCAATATCTCAAAACTGGGCAATTAATAT
AGAATTTACTGAAGACCCTCNNNNNNNNNNNNNNN

>K. striatus Philippines_AY 687416

ATTAAAAATCTTATACCATTGTTTAACTATCAAAGGAGTATATATAGTGAGACTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGACCAAATTACTAAACAGATTAACTATGCCATATCTCAAAACTGGGCTATTAATAT
AGAATTTACTGAGGATCCTCATCCAAGAAATAGTT

>Betaphycus philippinensis Philippines_ AY 687400

GTAAAAAATCTTATATAATTGTTTAACTATCAAAGGAGTATACACAGTGAGATTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGACCAAATCACTAAACAGATCAATTACGCTATATCTCAAAATTGGGCTATTAATAT
AGAATTTACTGAAGATCCTCATCCAAGAAACAGTT

>K. malesianus Malaysia_JN663753

ATTAAAAATCTTATACCATTGTTTAACTATCAAAGGAGTATATATAGTGAGACTAACACAAGGAACTTTTTCATT
CCTACCAGATTTAACTGACGACCAAATCACTAAACAGATTAACTACGCCATATCTCAAAACTGGGCTATTAATAT
AGAATTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

>B. gelatinus China_JN854276

GTAAAAAATCTTATATAATTGTTTAACTATCAAAGGAGTATACACAGTGAGACTAACACAAGGGCGGCCGCAAC
ACANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
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Anexo 5. Conjunto de secuencias del espaciador de cox2-3 utilizadas en los analisis moleculares. Las
secuencias de Meristotheca cylindrica obtenidas en el presente estudio presentan el prefijo Mc en conjunto con
el numero de haplotipo (solo secuencias representativas), localidad, nimero de muestra, oligonucleétido
empleado y numero de acceso de GenBank (solo secuencias representativas); las abreviaturas de cada
localidad se detallan en la Tabla 4. Las secuencias restantes, pertenecientes a géneros de Solieriaceae y al
grupo externo (Hydropuntia cornea), contienen el nombre de la especie, localidad y nimero de acceso de
GenBank.

>Hydropuntia cornea Mexico_KT(005941

CTGTAAAATTACCTAATTATATTTCTTGAATTTCGAATAAACTAAACGAGTAAAGTAATGCGATTTTCCTTGTCAC
AAATAATCGTATTGCTTTTAATATTTTTAATTCTCTTTTCTTCAAATTTTGCAATAGCAAGAAAATTAAATGAATTA
ATGAATCAATTTTTTAAAAAATTTTTAAAATAAATATGATNTTACTTATCAAAAATA

>C1_MCcIA_E10_cox2for_KY979264

CCGTATCTTTACCTAATTATATTAATTGAATTTCTAATAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTTT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>C2_McIA_E20_cox2for_KY979265

CCGTATCTTTGCCTGATTATATTAATTGGATTTCTAATAAATTAAACGAATAAATTTATGAAAATTTCATTTTTAC
AGTTTATATTACTAATTATTATTTTCACGATACTTTTTAAATCAAAATCATTAGATAGTAAAGAATTAAATAAATT
CCTATCTAGTTTTTTTAAAAAAATTAAACAATAAAAATGACATCTATTATCCAAATTT

>C3_McIA_E26_cox2for_KY979266

CCGTATCTTTGCCTGATTATATAAATTGGATTTCTAATAAATTAAACGAATAAATTTATGAAAATTTCATTTTTAC
AGTTTATATTACTAATTATTATTTTCACGATACTTTTTAAATCAAAATCATTAGATAGTAAAGAATTAAATAAATT
CCTATCTAGTTTTTTTAAAAAAATTAAACAATAAAAATGACATCTATTATCCAAATTT

>McIA_E32_cox2for

CCGTATCTTTACCTAATTATATTAATTGAATTTCTAATAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTTIT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>McIA_E51_cox2for

CCGTATCTTTACCTAATTATATTAATTGAATTTCTAATAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTITTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTTT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>McIA_E59_cox2for

CCGTATCTTTACCTAATTATATTAATTGAATTTCTAATAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTTT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>McIA_E73_cox2for
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CCGTATCTTTACCTAATTATATTAATTGAATTTCTAATAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTTT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>C4_McIA_E74_cox2for_KY979267

CCGTATCTTTGCCTGATTATATTAATTGAATTTCTAATAAATTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATCAAACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTTT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>C5_McIA_E93_cox2for_KY979268

CCGTATCTTTACCTAATTATATAAATTGAATTTCTAAGAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTC
AATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTT
TTATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>McIA_E105_cox2for

CCGTATCTTTACCTAATTATATTAATTGAATTTCTAATAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTTT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>C6_McPX_E34_cox2for_KY979269

CCGTATCTTTGCCTGATTATATTAATTGAATTTCTAATAAATTAAACGAATAAATTTATGAAAATTTCATTTTTAC
AGATTATATTACTACTTATTATTTTCACGATACTTTTTAAATCAAAATCATTAGATAGTAAAGAATTAAATAAATT
CCTATCTAGTTTTTTTAAAAAAATTAAAAAATAAAAATGACATCTATTATCCAAATTT

>McPX_E41_cox2for

CCGTATCTTTACCTAATTATATTAATTGAATTTCTAATAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTTT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>C7_McPX_E82_cox2for_KY979270

CCGTATCTTTGCCTGATTATATAAATTGGATTTCTAAGAAATTAAACGAATAAATTTATGAAAATTTCATTTTTAC
AGTTTATATTACTAATTATTATTTTCACGATACTTTTTAAATCAAAATCATTAGATAGTAAAGAATTAAATAAATT
CCTATCTAGTTTTTTTAAAAAAATTAAACAATAAAAATGACATCTATTATCCAAATTT

>McIC_H44_cox2for

CCGTATCTTTGCCTGATTATATAAATTGGATTTCTAAGAAATTAAACGAATAAATTTATGAAAATTTCATTTTTAC
AGTTTATATTACTAATTATTATTTTCACGATACTTTTTAAATCAAAATCATTAGATAGTAAAGAATTAAATAAATT
CCTATCTAGTTTTTTTAAAAAAATTAAACAATAAAAATGACATCTATTATCCAAATTT

>McIC_H45_cox2for

CCGTATCTTTGCCTGATTATATAAATTGGATTTCTAAGAAATTAAACGAATAAATTTATGAAAATTTCATTTTTAC
AGTTTATATTACTAATTATTATTTTCACGATACTTTTTAAATCAAAATCATTAGATAGTAAAGAATTAAATAAATT
CCTATCTAGTTTTTTTAAAAAAATTAAACAATAAAAATGACATCTATTATCCAAATTT

>McIC_H46_cox2for

CCGTATCTTTGCCTGATTATATAAATTGGATTTCTAAGAAATTAAACGAATAAATTTATGAAAATTTCATTTTTAC
AGTTTATATTACTAATTATTATTTTCACGATACTTTTTAAATCAAAATCATTAGATAGTAAAGAATTAAATAAATT
CCTATCTAGTTTTTTTAAAAAAATTAAACAATAAAAATGACATCTATTATCCAAATTT

>McPB_H42_cox2for
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CCGTATCTTTACCTAATTATATAAATTGAATTTCTAAGAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTC
AATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTT
TTATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>McPB_H49_cox2for

CCGTATCTTTACCTAATTATATAAATTGAATTTCTAAGAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTC
AATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTT
TTATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>McPB_H51_cox2for

CCGTATCTTTGCCTGATTATATTAATTGAATTTCTAATAAATTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATCAAACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTTT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>McPB_H52_cox2for

CCGTATCTTTGCCTGATTATATTAATTGAATTTCTAATAAATTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATCAAACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTTT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>McPB_H53_cox2for

CCGTATCTTTGCCTGATTATATTAATTGAATTTCTAATAAATTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATCAAACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTTT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>C8_McS_E2_cox2for_KY979271

CCGTATCTGTACCTAATTATATTAATTGAATTTCTAAAAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTITTC
AATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTT
TTATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>McS_E13_cox2for

CCGTATCTTTACCTAATTATATTAATTGAATTTCTAATAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTTIT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>McS_E14_cox2for

CCGTATCTTTACCTAATTATATTAATTGAATTTCTAATAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTTT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>McS_E18_cox2for

CCGTATCTTTGCCTGATTATATTAATTGGATTTCTAATAAATTAAACGAATAAATTTATGAAAATTTCATTTTTAC
AGTTTATATTACTAATTATTATTTTCACGATACTTTTTAAATCAAAATCATTAGATAGTAAAGAATTAAATAAATT
CCTATCTAGTTTTTTTAAAAAAATTAAACAATAAAAATGACATCTATTATCCAAATTT

>McS_E23_cox2for

CCGTATCTTTGCCTGATTATATTAATTGGATTTCTAATAAATTAAACGAATAAATTTATGAAAATTTCATTTTTAC
AGTTTATATTACTAATTATTATTTTCACGATACTTTTTAAATCAAAATCATTAGATAGTAAAGAATTAAATAAATT
CCTATCTAGTTTTTTTAAAAAAATTAAACAATAAAAATGACATCTATTATCCAAATTT

>McS_E28_cox2for
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CCGTATCTTTACCTAATTATATTAATTGAATTTCTAATAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTTT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>C9_McS_E58_cox2for_KY979272

CCGTATCTTTACCTGATTATATTAATTGGATTTCTAATAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTIT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>McS_E65_cox2for

CCGTATCTTTGCCTGATTATATTAATTGGATTTCTAATAAATTAAACGAATAAATTTATGAAAATTTCATTTTTAC
AGTTTATATTACTAATTATTATTTTCACGATACTTTTTAAATCAAAATCATTAGATAGTAAAGAATTAAATAAATT
CCTATCTAGTTTTTTTAAAAAAATTAAACAATAAAAATGACATCTATTATCCAAATTT

>McS_E98_cox2for

CCGTATCTTTACCTAATTATATTAATTGAATTTCTAATAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTTT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>McS_E104_cox2for

CCGTATCTTTACCTAATTATATTAATTGAATTTCTAATAAGTTAAACGAATAAATTCATGAAAATTTCTTTTTTTCA
ATTTATATTACTAATTATTATTTTTATAATACTTTTCAAATCAAAATTTTTAGATAGTAAAAAATTGAATAAATTTT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGACATCTTTTATCCAAGTCT

>McBT_92-12_cox2for

CCGTATCTTTGCCTGATTATATTAATTGGATTTCTAATAAATTAAACGAATAAATTTATGAAAATTTCATTTTTAC
AGTTTATATTACTAATTATTATTTTCACGATACTTTTTAAATCAAAATCATTAGATAGTAAAGAATTAAATAAATT
CCTATCTAGTTTTTTTAAAAAAATTAAACAATAAAAATGACATCTATTATCCAAATTT

>McBT_92-16_cox2for

CCGTATCTTTGCCTGATTATATTAATTGGATTTCTAATAAATTAAACGAATAAATTTATGAAAATTTCATTTTTAC
AGTTTATATTACTAATTATTATTTTCACGATACTTTTTAAATCAAAATCATTAGATAGTAAAGAATTAAATAAATT
CCTATCTAGTTTTTTTAAAAAAATTAAACAATAAAAATGACATCTATTATCCAAATTT

>McBT_92-13_cox2for

CCGTATCTTTGCCTGATTATATTAATTGGATTTCTAATAAATTAAACGAATAAATTTATGAAAATTTCATTTTTAC
AGTTTATATTACTAATTATTATTTTCACGATACTTTTTAAATCAAAATCATTAGATAGTAAAGAATTAAATAAATT
CCTATCTAGTTTTTTTAAAAAAATTAAACAATAAAAATGACATCTATTATCCAAATTT

>McBT_92-15_cox2for

CCGTATCTTTGCCTGATTATATTAATTGGATTTCTAATAAATTAAACGAATAAATTTATGAAAATTTCATTTTTAC
AGTTTATATTACTAATTATTATTTTCACGATACTTTTTAAATCAAAATCATTAGATAGTAAAGAATTAAATAAATT
CCTATCTAGTTTTTTTAAAAAAATTAAACAATAAAAATGACATCTATTATCCAAATTT

>McBT_93-1_cox2for

CCGTATCTTTGCCTGATTATATTAATTGGATTTCTAATAAATTAAACGAATAAATTTATGAAAATTTCATTTTTAC
AGTTTATATTACTAATTATTATTTTCACGATACTTTTTAAATCAAAATCATTAGATAGTAAAGAATTAAATAAATT
CCTATCTAGTTTTTTTAAAAAAATTAAACAATAAAAATGACATCTATTATCCAAATTT

>McBT_93-2_cox2for
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CCGTATCTTTGCCTGATTATATTAATTGGATTTCTAATAAATTAAACGAATAAATTTATGAAAATTTCATTTTTAC
AGTTTATATTACTAATTATTATTTTCACGATACTTTTTAAATCAAAATCATTAGATAGTAAAGAATTAAATAAATT
CCTATCTAGTTTTTTTAAAAAAATTAAACAATAAAAATGACATCTATTATCCAAATTT

>Fucheuma arnoldii Philippines_KX196458

CTGTATCTTTACCTAATTACATTAATTGACTTTCAAATAAATTAAGTGAATAACCTANTGAGAATTTCATTTTTTC
AACTTATATTGTTAATTATTATTTTCATAGCCTTGTTTCGGTTCAAATTTTTAAACGGTAAAATTTTAAATAGATTT
CTATCTAATTTTTTTAAAAGACTAGAGAAGTAAANATGACGCCTCTCCTTAAAGTTT

>Kappaphycus sp. Philippines_ KF687984

CTGTATCTTTACCTAACTATATTAACTGGATTTCGAATAAATTAAGCGAATAAATCTATGAGAATTTCATTCTTTC
AATTCACGTTATTAGTTATTATTTTCATAGTTCTTTTCAAATCTAATTTTCTGAGTAAGAAAACTTTAAGTAAATTT
TTATCTGATTTTTCCAGAAAACTGGGTAAATAAANATGACATCTCTCATCCAAATTT

>K. cottonii Philippines_ AY 687426

CCGTATCTTTACCTAACTATATTAACTGAATTTCGAATAAATTAAGCGAATAAATCTATGAGAATTTCATTCTTTC
AATTTATATTATTAATTATTATCTTTGTAGCGCTTTTTCGATCAAAGCCTCTAAATAATAAAATCTTGAATAAGTTT
TTATCTAATTTTTACAAAAAACTAGATAAATAAAAATGACATCTCTTGTACAAATTT

>E. isiforme USA_AY 687420

CCGTACCTTTATCTAATTATATTAATTGAATTTCTAATAAATTAAGTGAATAAATTTATGAGAATTTCATTTTTTCA
ATTTGTATTATTAGTTATCATTTTTATAATATTATTCAGGTTAAAATTCCTAGATGGTAAAAAATTAAATAAATTTT
TATCCAATTTTTTTAAAAAATTGGATAAATAAAAATGACATCTCTTATTCAAGTTT

>K. striatus Philippines_KT316654

CTGTAGCTTTACCTAACTATATTAACTGGATTTCGAATAAATTAAGCGAATAAATCTATGAGAATTTCATTCTTTC
AATTCACGTTATTAGTTATTATTTTCATAGTTCTTTTTAAATCTAATTTTCCGAGTAATAAAACTTTAAGTAAATTT
TTATCTGATTTTTCCAAAAAACTGGGTAAATAAANATGACATCTTTCATTCAAATTT

>K. malessianus Malaysia_JX624080

CTGTATCTTTACCTAACTATATTAACTGGATTTCGAATAAATTAAGCGAATAAATCTATGAGAATTTCATTTTTTC
AATTCACGTTATTAGTTATTGTTTTCATAGTTCTTTTCAAATCTAATTTTCTAAATAATAAAACTTTAAGTAAATTT
TTATCTGATTTTTCTAAAAAACTGGATAAATAAANATGATATCTCTCATCCAAATTT

>E. denticulatum var. Endong Indonesia_KC905455

CTGTGTCATTACCTAACTATATAAATTGAATTTCTAATAAATTAAACGAATAAACTAATGAGAATTTCATTTTTAC
AATTTATGCTTTTAGTTATTGTTTTTGTAATATTATTCCGATTTAAATTTTCGGATAACAAAGTCTTAAATAAATTC
CTATCTAACTTCTTTAAAAAATTAGATAAATAAAAATGAAATCTTTCGTTCAAATTT

>K. inermis Philippines_ KF687981

CTGTATCTTTACCTAACTATATTAACTGGATTTCGAATAAATTAAGCGAATAAATCTATGAGAATTTCATTTTTTC
AATTCACGTTATTAGTTATTGTTTTCATAGTTCTTTTCAAATCTAATTTTCTAAATAATAAAACTTTAAGTAAATTT
TTATCTGATTTTTCTAAAAAACTGGATAAATAAANATGACATCTCTCATCCAAATTT

Anexo 6. Publicacion en revista arbitrada.
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