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Resumen
En el presente trabajo se evaluaron caracteres morfoldégicos y moleculares de las cuatro

especies de algas clorofitas pertenecientes al género Halimeda presentes en el estado de
Campeche. Los analisis morfolégicos y moleculares realizados aqui son la primera revision
conjunta sobre la diversidad de las especies para el estado. En la revision morfolégica externa,
se examinaron las formas y medidas de los segmentos del talo y sistemas de fijacion, mientras
gue en la revisién anatdmica se emplearon secciones histolégicas para revisar la disposicion,
tamano y forma de las capas utriculares. Para los andlisis filogenéticos, se emplearon métodos
de méxima verosimilitud e inferencia bayesiana utilizando la regiéon tufA como marcador

genético.

Los resultados de la revision morfolégica y filogenética coincidieron con la literatura
mostrando las especies Halimeda incrassata y H. opuntia como especies monofiléticas. La
especie H. discoidea mostré6 una mayor variacion morfolégica principalmente debido a la
ausencia de la segunda capa utricular subglobosa registrada. Ademas, se observé una alta
divergencia genética entre los clados formados en el analisis filogenético, lo cual separo los

ejemplares del Atlantico de los del Indo-Pacifico.

Halimeda tuna presenté discrepancias en la revision morfolégica debido a la identificacion
de un morfotipo que mostro la presencia de una espina central en los utriculos periféricos. No
obstante, este morfotipo se recuperé dentro del mismo clado con los demas ejemplares de la
especie en los analisis filogenéticos, y no se observd una divergencia genética entre
morfotipos. La topologia obtenida mostré dos clados que incluyen a la especie, uno compuesto
por ejemplares del Atlantico y otro por ejemplares del Mediterraneo, con una alta divergencia

genética superior al 10% entre ambos clados.

Las discrepancias encontradas en las revisiones de las especies Halimeda discoidea y H.
tuna pueden considerarse como evidencia previa para llevar a cabo un analisis de delimitacion
de especie mas exhaustivo. Esto puede requerir un muestreo mas amplio y el uso de

marcadores moleculares adicionales.

Palabras clave: Halimeda, revision morfoldgica, analisis filogenéticos, region tufA, Campeche



Introduccion

El género Halimeda J.V.Lamouroux 1812 (Halimedaceae, Ulvophyceae) (ver Tabla 1)
pertenece al phylum Chlorophyta, cuenta con 58 especies aceptadas taxonémicamente (Guiry
y Guiry, 2023). Este género de macroalgas marinas presenta talos con segmentos aplanados
calcificados (placas) y articulaciones no calcareas (nodos) (Lamouroux, 1812).
Anatomicamente el talo estd compuesto por estructuras medulares, noédulos, y una corteza
constituida por los utriculos periféricos y subperiféricos. La mayoria de las especies del género
presentan de dos a cinco capas utriculares. Los caracteres morfoldgicos (ver Figura 1) para la
identificacion de las especies dentro del género son: los sistemas de fijacidbn que pueden
permanecer sueltos, formar una masa de hilos o formando una estructura para fijacion en
sustrato fino; segmentos que varian en tamafio, formay disposicion, desde segmentos grandes
aplanados en forma discoidal (H. discoidea Decaisne 1842) a segmentos pequefios con forma
trilobada acanalada (H. opuntia (Linnaeus) J.V.Lamouroux 1816); corteza, con utriculos de

tamano, forma y orden variada y medula con diferentes fusiones (Hillis-Colinvaux, 1980).

El género Halimeda presenta una distribucidén pantropical, con mayor presencia en mares
tropicales célidos y poco profundos. Se consideran organismos sublitorales que se pueden
encontrar hasta los 80 metros de profundidad, y pueden llegar a quedar expuestos al sol
cuando la marea baja (Hillis-Colinvaux, 1980). El género presenta alta capacidad para
colonizar sustratos, ya que se pueden presentar en zonas fangosas, rocosas o arena. Los
patrones de distribucién presentan una distincion entre los organismos del Atlantico y del Indo-
Pacifico pese a sus condiciones Optimas similares para las especies del género (Hillis-
Colinvaux, 1980; Verbruggen, De Clerck, Schils, et al., 2005). Las especies de Halimeda
muestran un potencial como sumidero de carbono y contribuyen en la produccién de carbonato
de calcio, colaborando en la formacién de habitats y sustratos, generando islas y plataformas
(Hillis-Colinvaux, 1980; Payri, 1988; Rees et al., 2007; Wiman y McKendree, 1975).
Actualmente, los arrecifes de coral son la zona méas estudiada en donde se encuentran estas
algas calcéareas, debido a su importante aporte a la formacién de estos ecosistemas (Hillis,
1959; Hillis-Colinvaux, 1980; Payri, 1988; Rees et al., 2007; Wiman y McKendree, 1975).

En México se han reportado cerca de 12 especies, en el Golfo de México y Mar Caribe, se
presenta una mayor diversidad en comparacion con las cinco especies reportadas para el

Pacifico mexicano (Pedroche y Senties, 2020).



Figura 1

Caracteres en las revisiones morfologicas de Halimeda

Nota. Halimeda discoidea. Segmentos calcificados = SC, Articulaciones = Ar, Sistema de
fijacion = SF, Médula = M, Corteza = C, Utriculos perifericos = UP, Utriculos subperifericos =
US, Utriculos terciarios = UT y Espacio interutricular = IT. Imagenes tomadas de Smithsonian

Tropical Research Institute - Marine Plants Of Pacific Panama DS.



Tabla 1

Clasificacion taxonomica del género Halimeda

Imperio Eucariota Chatton 1925
Reino Plantae Haeckel 1866
Subreino Viridiplantae Cavalier-Smith 1981
Infrareino Chlorophyta infrareino Cavalier-Smith 1993
Filo Chlorophyta Reichenbach 1834
Subfilo Chlorophytina Cavalier-Smith 1998
Clase Ulvophyceae K.R.Mattox & K.D.Stewart 1984
Orden Bryopsidales J.H.Schaffner 1922
Familia Halimedaceae Link 1832
Género Halimeda J.V.Lamouroux 1812

En las costas de México, la mayor diversidad de Halimeda se encuentra en el Golfo de
México que puede estar relacionado a la mayor presencia de zonas Optimas con una
profundidad adecuada para su crecimiento, con respecto al Pacifico mexicano (Hillis-
Colinvaux, 1980). De las 12 especies reportadas en México, se encuentra un representante de
cada una en la zona del Golfo (ver Anexo 1). Sin embargo, solo cuatro de las 12 especies
(Halimeda discoidea, H. incrassata (J.Ellis) J.V.Lamouroux 1816, H. opuntia y H. tuna (J.Ellis
& Solander) J.V.Lamouroux 1816) han sido reportadas en el estado de Campeche. A pesar de
que el género ha sido objeto de estudio en listados ficofloristicos, a la fecha no se ha realizado
un estudio taxonémico exhaustivo incluyendo datos moleculares como se ha hecho en otras
regiones del Atlantico (Kooistra et al., 2002; Verbruggen, De Clerck, Kooistra, et al., 2005;
Verbruggen, De Clerck, Schils, et al., 2005), Indo-Pacifico (Cremen et al., 2016; Dijoux et al.,
2012; Kooistra et al., 2002; Pongparadon et al., 2015; Verbruggen, De Clerck, Kooistra, et al.,
2005; Verbruggen, De Clerck, Schils, et al., 2005) y Mediterraneo (Kooistra et al., 2002; Rindi
et al., 2020; Verbruggen, De Clerck, Schils, et al., 2005). Con base en lo anterior, en el presente
trabajo se analizaron las especies registradas para el estado de Campeche, empleando

revisiones morfologicas y moleculares sobre los ejemplares colectados.



Marco tedrico

Sistemética y taxonomia
La sistematica es la ciencia que se encarga del estudio y clasificaciéon de los organismos
biolégicos de forma metodoldgica y permite establecer hipotesis sobre la diversificacion de los

grupos a través del tiempo (Morrone, 2000).

La taxonomia es el proceso para clasificar los organismos vivos que se basa en las
relaciones evolutivas para proporcionar una clasificacion sélida y estable que sea accesible y
comprensible por todos. Emplea un sistema de identificacion y clasificacion basado en taxones
de especies, nombrados de acuerdo en cdédigos internacionales de nomenclatura (Monro y
Mayo, 2022).

Actualmente, la sistematica utiliza herramientas moleculares para desarrollar clasificaciones
taxonémicas de diversos grupos y comparandolas con enfoques morfologicos tradicionales,
proporcionando mayor respaldo a las relaciones filogenéticas entre los grupos que se parecen
morfologicamente y aquellos que presentan gran plasticidad (Hillis y Wiens, 2000; Jorgensen
y Cluster, 1988; Page y Holmes, 2008; San Mauro y Agorreta, 2010). Asi mismo, la
universalidad de tipos y estados de caracter, y el gran nimero de métodos de andlisis que
estan disponibles, permiten un mayor soporte estadistico con las técnicas moleculares. El alto
grado de variacion en tasas de sustitucion entre genes y sus regiones, conocer las funciones
de las bases moleculares y sus secuencias, y la facilidad de recopilacion de estos datos, son
algunas ventajas que presenta el uso de herramientas moleculares (San Mauro y Agorreta,
2010).

La rama de la sistematica filogenética busca clasificar a los organismos en grupos naturales
y reconstruir sus relaciones evolutivas, y la clasificacion debe ser l6gicamente coherente con
la filogenia recuperada. La inferencia filogenética es una herramienta que utiliza métodos
estadisticos y computacionales para analizar los datos y determinar la hipétesis mas probable
de la relacion evolutiva entre las especies y construir arboles filogenéticos que representen

esa relaciéon evolutiva (Wiley y Lieberman, 2011; Yang y Rannala, 2012).

Métodos de inferencia filogenética

Los métodos de reconstruccion filogenética se dividen en dos categorias basados en distancia
y caracteres. Para los métodos de distancia se emplea una matriz de distancia con las

distancias genéticas calculadas entre cada par de especies. Y el método mas empleado es el
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algoritmo de union de vecinos, que emplea agrupaciones en un par de taxones que va uniendo
en un arbol de estrella hasta obtener un arbol resuelto. Estos métodos presentan una gran
eficiencia computacional pero no presentan una funcionalidad Optima para secuencias muy

divergentes (Kapli et al., 2020; Yang y Rannala, 2012).

Los métodos basados en caracteres mas empleados son: méxima parsimonia, maxima
verosimilitud (MV) e inferencia bayesiana (IB). En maxima parsimonia se obtiene una topologia
de arbol a través de una busqueda heuristica con el menor nUmero de cambios, una ventaja
de este algoritmo es su simplicidad matematica y eficiencia computacional. Pero no permite

incorporar un modelo evolutivo (Kapli et al., 2020; Yang & Rannala, 2012).

El algoritmo de MV estima la probabilidad de que una determinada hipétesis filogenética sea
verdadera en funcion de los datos moleculares disponibles. Permite emplear modelos de
sustitucion molecular a partir de los datos observados y realizar una topologia que represente
la relacion entre las especies en términos de su historia evolutiva. Una ventaja de este
algoritmo es su eficiencia en términos de tiempo y recursos computacionales, y la capacidad
de manejar grandes conjuntos de datos, pero necesita una medida de confianza (Bootstrap =
BS) para poder evaluar la robustez de la topologia obtenida (Kapli et al., 2020; Yang y Rannala,
2012).

El algoritmo de IB se basa en la probabilidad a priori y la probabilidad a posteriori, y utiliza
el teorema de Bayes y la ley de la verosimilitud para estimar la distribucion de la probabilidad
de los pardmetros del modelo y seleccionar el modelo éptimo. Una ventaja es que puede usar
modelos de sustitucion realistas y permite incorporar informacioén previa al analisis, pero es un
meétodo que requiere mucho tiempo de procesamiento y es computacionalmente costoso (Kapli
et al., 2020; Yang y Rannala, 2012).

Clasificacion de algas

Las primeras clasificaciones del grupo de las algas fueron clasificaciones artificiales basadas
en las caracteristicas morfolégicas y anatémicas de los organismos, utilizando el tamafio como
principal criterio para su organizacion. Segun Cavalier-Smith (2007), el grupo se definia de
manera general como “fotosintetizadores oxigénicos distintos de las plantas terrestres
embriofitas”, que incluye tanto organismos unicelulares como macroalgas bentonicas,
funcionando como clasificacion artificial. Posteriormente se agrega una clasificacion que

separa las microalgas (organismos que requieren de un equipo de aumento para ser
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observadas) en donde se incluye el fitoplancton, y las macroalgas que son perfectamente

visibles a simple vista (Pereira, 2021; Wray, 1977).

Los caracteres taxonomicos basicos de las algas se determinan por el tipo de pared celular,
caracteres citolégicos, composicion quimica de los pigmentos fotosintéticos, sustancias de
almacenamiento, el origen endosimbiético y las caracteristicas de los cloroplastos (Pereira y
Neto, 2014). Con la publicacion de Saiki et al. (1988) de la técnica de reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR; por sus siglas en inglés), los ficlogos propusieron utilizar esta técnica
para estudiar la evolucion y sistemética de las algas presentando la ventaja de que los datos
obtenidos solo estan limitados por el tamafio del genoma (Hillis, 1987) y permite llegar a una
mejor identificacidn de los organismos usando los acidos nucleicos y la secuencia de proteinas
para hacer propuestas de las relaciones filogenéticas, y conocer la alta diversidad criptica
dentro de un grupo (Payo et al., 2013), e incluso permite proponer nuevas clases de algas
como en el caso de Pinguiophyceae propuesto por Kawachi et al. (2002).

Concepto de especie

La especie es considerada como la unidad basica en la biologia, y ha sido objeto de debate en
la busqueda de un concepto que pueda ser aplicado en los estudios de sistematica.
Actualmente, no existe un consenso universal sobre cual es el mejor concepto de especie, ya
gue depende del enfoque y del tipo de datos que se utilicen en los estudios. Uno de los
principales conceptos es el propuesto por Mayr (1942), conocido como especie bioldgica, que
se enfoca en la capacidad de las poblaciones naturales para reproducirse entre si y estar
reproductivamente aisladas de otros grupos poblacionales. Sin embargo, existen otros
conceptos que abordan diferentes enfoques, como el de especie filogenética propuesto por
Cracraft (1983), que se enfoca en la historia evolutiva de los organismos y su relacion de
parentesco, y el de concepto de especie ecoldgica propuesto por Van Valen (1976), que se
enfoca en la ocupacion del nicho ecoldgico y la adaptacion a un conjunto particular de factores

ambientales.

La falta de un consenso sobre el concepto de especie genera un conflicto con los métodos
de delimitacion de especies. Para llevar a cabo una delimitacion precisa, es necesario analizar
el proceso de especiacion de los taxones, lo que puede resultar dificil debido a que cada evento
de especiacion presenta circunstancias y condiciones particulares (Monro y Mayo, 2022; Ross

et al., 2010; Wilkins et al., 2022). En consecuencia, es dificil obtener una hipotesis que sea



aplicable para todos los linajes. Una forma de afrontarlo es aplicar mas criterios para la
identificacion, lo que mejora la precisién del método y otorga mas robustez y objetividad en los
linajes resultantes. De esta manera, en algunos casos, estos métodos pueden ayudar a
encontrar especies pseudocripticas que no contaban con suficientes datos en su descripcion
inicial, y el uso de nuevas herramientas y un enfoque mas robusto permite proponer la hipétesis
del linaje con mayor evidencia (de Queiroz, 2007; de Queiroz, 2022; Monro y Mayo, 2022; Ross
et al., 2010; Wilkins et al., 2022).

En este trabajo, se utilizara el concepto unificado de especie propuesto por de Queiroz
(2007), que establece a una especie como una linea evolutiva independiente, cohesiva y
genéticamente aislada, que puede ser identificada mediante criterios multiples, incluyendo el
bioldgico, el filogenético, el de cohesion genética y el ecoldgico. Este concepto ofrece una
vision mas completa y amplia de las especies, abarcando diferentes enfoques y criterios, y
permitiendo un analisis mas preciso y completo de la diversidad bioldgica.



Antecedentes

Historia taxonOmica de Halimeda

La primera descripcion y registro de una especie del género Halimeda se publico en el libro
“Dell'historia naturale di Ferrante Imperato napolitano libri 28” en 1599 describiendo a la actual
Halimeda tuna (bajo el nombre de Sertolara) registrada en el mediterraneo y permanecio
siendo la Unica especie del taxdn durante mas de un siglo. Ellis presento los primeros estudios
taxonomicos del género en 1755, su publicacién incluyo la descripcion de cinco especies de
Halimeda que fueron organizadas taxonémicamente dentro del género Corallina Linnaeus,
1758 basados unicamente en su morfologia externa. Este grupo era considerado un grupo
compuesto por animales y no fue hasta 1812 que se separ6 el género Halimeda de Corallina
derivado de los estudios elaborados por Lamouroux. Hasta 1840 se acept6 el género Halimeda
dentro del reino vegetal y las Corallina que incorporan grandes cantidades de carbonato de
calcio en sus paredes como un grupo dentro de Rhodophyta Wettstein 1901 (Woelkerling,
1988).

Los estudios anatémicos del género comenzaron con el trabajo realizado por Askenasy
(1889) trabajando con una coleccién del grupo en la zona del Pacifico. Estos estudios
anatomicos complementaron la taxonomia clasica que solo empleaba caracteres morfolégicos
externos y se emplearon caracteres microscopicos para distinguir entre las especies del

género.

Barton (1901) hizo una guia de caracteres anatémicos diagnésticos de Halimeda al trabajar
con un gran numero de muestras obtenidas sobre la formacién de los atolones. Para ello, cre6
tres categorias de patrones de filamentos medulares para la delimitacién de las especies del
género. Esta taxonomia fue completada con caracteristicas microscopicas de la adhesion de
los utriculos periféricos y la forma de los segmentos, de esta manera, se redujo la cantidad de
especies taxondmicamente aceptadas de 27 a siete. Las demas se consideraron morfotipos,

debido a la gran plasticidad intraespecifica de las especies del género.

Howe continto utilizando la taxonomia de Barton e incluyd nuevos caracteres para la
delimitacion de las especies, como las espinas utriculares, el tamafio y forma de los utriculos
periféricos y subperiféricos, la ausencia de adherencia del utriculo, la presencia de fusiones
laterales entre los utriculos periféricos y el nimero de utriculos periféricos soportados por los

utriculos subperiféricos (Howe, 1907, 1909). Hillis (1959) también proporciond informacion



sobre el numero de utriculos periféricos que llevan los utriculos subperiféricos y publico
ilustraciones que permitieron una mejor percepcién de los rasgos morfolégicos de la plasticidad
intraespecifica y el hdbito de los talos y cortezas de las especies. Hillis-Colinvaux (1980),
realizd una revision sobre el grupo en la que se tenia una taxonomia similar a su estudio de

1959, pero incluyendo nueve especies mas.

La referencia mas antigua y relevante sobre la distribucion de las especies de Halimeda en
México es el trabajo realizado por Taylor (1960) en el que se presentan las descripciones
morfolégicas de las especies en América, pero aplicando y conservando los nombres de
taxones de regiones del Mediterraneo e Indo-Pacifico. En México los estudios sobre el género
se han limitado a listados floristicos, sin abordar los datos morfoldgicos que se revisan en su
determinacion (Ortega et al., 2001; Pedroche et al., 2005; Pedroche y Senties, 2020). La
distribucion de las especies taxonémicamente aceptadas no es homogénea entre los litorales
de México. En el Atlantico Mexicano se registran las 12 especies reportadas para México
mientras que para el Pacifico solo se registran cinco de las 12 especies reportadas, estos

valores pueden ser variables de acuerdo con las bases de datos revisadas (ver anexo 1).

Zona de estudio

El estado de Campeche se ubica en el suroeste mexicano y cuenta con una extension territorial
de 57.924 km? con una zona litoral de 523 km. Y presenta la mayor plataforma continental mas
grande del pais, con un area de 66,770 km? y un volumen de 20,000 ha de aguas continentales.
De los 11 municipios del estado siete presentan costa en el Golfo de México (Alpuche Gual,
2014; Rivera-Arriaga et al., 2019). El Golfo de México es una region semicerrada con conexion
con el Atlantico y el Mar Caribe. En el sureste de la cuenca del golfo se encuentra la plataforma
continental del Banco de Campeche, gque se extiende aproximadamente con 90,000 km? desde
la linea de playa a 200 m de profundidad, con una pendiente con bajo grado de inclinacion y
temperaturas fluctuantes alcanzando los 28°C en verano. Esta plataforma abarca desde los
estados de Veracruz, Tabasco, Campeche y Yucatan. La presencia de las corrientes de Lazo,
Yucatan y Florida promueve un alto intercambio de nutrientes y una alta diversidad compartida
con la region del Mar Caribe (Alpuche Gual, 2014; Diaz, 2004; Diaz-Flores et al., 2017; Garcia-
Cuéllar et al., 2004; Rivera-Arriaga et al., 2019; Velasco, 1994).
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Estudios moleculares en Halimeda

Los estudios moleculares buscan mejorar la delimitacién de las especies para evitar problemas
de identificacion especifica, como las especies cripticas que se encuentran dentro del grupo y
tener un mejor analisis de las poblaciones (Bickford et al., 2007; Pongparadon et al., 2015;
Verbruggen, De Clerck, Schils, et al., 2005). Ademas, han ayudado a esclarecer la diversidad
de taxones debido a la presencia de linajes cripticos. Las especies cripticas son dos o mas
especies que son consideradas como una sola especie nominal debido a que son
morfologicamente indistinguibles. No obstante, el uso de datos moleculares puede permitir

encontrar diferencias que ayuden a delimitar estas especies (Bickford et al., 2007).

Por otra parte, se han llevado a cabo analisis morfométricos y moleculares para proporcionar
datos sobre la eficacia de la delimitacion de especies segun las diferentes técnicas usadas
(Kooistra et al., 2002; Verbruggen, De Clerck, Kooistra, et al., 2005; Verbruggen, De Clerck,
Schils, et al., 2005; Verbruggen y Kooistra, 2004). Estos estudios son especialmente relevantes
en grupos taxondmicos que presentan especies con una alta plasticidad influenciada por el
ambiente y que presentan similitudes evidentes a simple vista (EI-Manawy y Shafik, 2008;
Pongparadon et al., 2017, 2020; Vroom et al., 2003).

De manera especifica, los marcadores genéticos como tufA han ayudado a tener una mejor
resolucion en la diversidad especifica y ha sido de apoyo para la delimitacién de especies de
algas verdes (Vieira et al., 2016; Wang et al., 2016). Este gen codifica el factor de elongacion
de la sintesis de proteinas del cloroplasto de todas las algas verdes, y esta ausente en las
plantas terrestres, lo que lo convierte en un gen especifico para el estudio de las algas. El gen
tufA ha sido propuesto como el codigo de barras en Ulvophyceae K.R.Mattox & K.D.Stewart
1984, y ha sido utilizado para la delimitacion de especies en Halimeda con buenos resultados
para su uso en la resolucion de clados a nivel especifico, mostrando la presencia de especies
cripticas dentro del género (Dijoux et al., 2012; Saunders y Kucera, 2010; Verbruggen, De
Clerck, Schils, et al., 2005; Verbruggen et al., 2009).

A la fecha no se ha presentado un listado con revision morfolégica del género para las
costas mexicanas, y solo se han obtenidos pocos datos moleculares de distintos genes (rbcL,
tufA, ITS) para las especies de Halimeda. tuna, H. discoidea, H. scabra M.Howe 1905, H.
simulans M.Howe 1907, H. monile (J.Ellis & Solander) J.V.Lamouroux 1816 y H. goreaui para

México. Ninguno de estos datos moleculares es para las especies distribuidas en las costas
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del estado de Campeche (Kooistra et al., 2002; Verbruggen, De Clerck, Schils, et al., 2005;
Verbruggen et al., 2009).

Justificacion

El género Halimeda presenta una alta diversidad de especies, lo que se ha visto aumentado
con el uso de estudios moleculares permitiendo una distincidon sobre sus especies cripticas.
Sin embargo, la diversidad de Halimeda no es homogénea entre las zonas del Indo-Pacifico y
las del Atlantico debido a la alta plasticidad del grupo, lo que ha llevado a la determinacion
errénea de algunas especies en diferentes zonas y su registro como una sola especie hasta
tener estudios moleculares que refutan esta distribucion (Dijoux et al., 2012; Hillis-Colinvaux,
1980; Kooistra et al., 2002; Verbruggen et al., 2006; Ximenes et al., 2017, 2019). Actualmente,
en las costas del Golfo de México, los estudios de las especies de Halimeda Unicamente se
han enfocado hacia los listados floristicos faltando estudios sobre la diversidad del género.
Particularmente, en el estado de Campeche hace falta una evaluaciéon en la diversidad de
Halimeda para confirmar el estatus taxonomico de las especies reportadas y determinar si hay

especies cripticas en la region.
Hipotesis
La revisidbn morfolégica y molecular ayudaran a confirmar la identidad taxonémica de las

especies reportadas en la zona de estudio y permitir4 establecer sus relaciones filogenéticas

interespecificas.
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Objetivos
General

Estudiar la diversidad de especies del género Halimeda en el estado de Campeche a través
de la revisién morfoldgica y molecular para determinar su estatus taxondémico, relaciones
interespecificas y presencia de especies cripticas.

Particulares

Distinguir los caracteres diagnosticos presentes en las especies colectadas.
Determinar si los morfotipos encontrados son consistentes con los nombres asignados.
Generar hipétesis filogenéticas del gen tufA de los morfotipos reconocidos en la region.

Analizar la distancia génica de las especies encontradas en el estado de Campeche con

especies distribuidas en otras regiones geograficas.

Determinar si existen congruencia entre los morfotipos colectados, los clados recuperados en

el analisis filogenético y los nombres asignados.

Evaluar la presencia de especies cripticas del género Halimeda en el estado de Campeche.

Material y método

Muestreo

El material ficolégico se colectd en la zona intermareal en cinco localidades de la costa del
estado de Campeche en los meses de noviembre 2021 y mayo 2022 (Fig. 2). Las muestras se
trabajaron preservando el mayor material y tratando de conservar el sistema de fijacion. Los
ejemplares fueron prensados en campo y se tomaron fragmentos para las técnicas
moleculares. Los fragmentos se limpiaron con un cepillo y agua destilada y se deshidrataron

en silica gel. El ejemplar de respaldo fue herborizado en el herbario FEZA.
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Figura 2

Localidades de colecta en la costa de Campeche con coordenadas

‘ Playa Bonita

. Punta Xen

. Sabancuy
. Isla Aguada
5 Puerto Real

t< ‘_JPLJI,--LA —r

Nota. Las coordenadas se indican en el orden longitud, latitud. 1) Playa bonita (-90° 37' 3.8",
19° 47' 44.3") 2) Punta xen (-90° 54’ 9.6", 19° 10’ 50") 3) Sabancuy (-91° 11’ 8.3", 18° 59’ 25")
4) Isla aguada (-91° 26' 32.5", 18° 50' 21.3") 5) Puerto real (-91° 31' 51.6", 18° 46’ 44.9").

Herborizacion y revision morfoldgica

Los ejemplares colectados se revisaron con ayuda de claves taxondémicas y literatura
especializada (Littler y Littler, 2000; Taylor, 1960) para determinarlos a nivel especifico. Ya
determinados, se evaluaron los caracteres morfologicos externos y anatomicos. Para el
andlisis, se revisaron los caracteres externos de los segmentos (forma, textura, distribucion,
tamanfo, grosor, margenes, lébulos y articulaciones del segmento), y tipo y forma del sistema

de fijacion con base en las descripciones de Littler y Littler (2000) y Taylor (1960). Para el
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analisis anatomico, los segmentos fueron descalcificados con HCI al 20% y rehidratados con
agua y glicerina (50/50) durante una semana. Posteriormente las secciones histolégicas se
realizaron de forma manual en plano transversal de cada segmento con navajas de doble filo
y con el apoyo de un microscopio estereoscopico. Las placas semipermanentes se prepararon
con gelatina glicerinada y una tincion con azul de anilina para la revision de forma, tamafio y
disposicion de los utriculos. Las medidas de los utriculos periféricos y subperiféricos y cantidad
de capas utriculares se registraron en una tabla comparativa (Arina et al., 2019; Bandeira-
Pedrosa et al., 2004; Dijoux et al., 2012). Los ejemplares fueron depositados en la coleccién
ficolégica del herbario FEZA de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM (Thiers,
2023).

Andalisis molecular

La extraccion de ADN se realizd con los fragmentos conservados en silica gel y fragmentos de
los ejemplares de respaldo del herbario en caso de no estar disponibles (usando alrededor de
0.5 cm de muestra 0 10 mg) (Cremen et al., 2016; Dijoux et al., 2012; Kojima et al., 2015). Los
fragmentos se maceraron con un pistilo de plastico y un boton de silica dentro del tubo
eppendorf con el tampdn de extraccion CTAB (bromuro de cetil trimetilamonio) (Doyle y Doyle,
1987) al 2% (2% CTAB, 5% NaCl, 0,5 M EDTA, 1% PVP (polivinilpirrolidona) y 1 M Tris-HCI,
pH 8). En la muestra macerada se agreg6 500 ul de tampon con 2 pl de 2-mercaptoetanol y se
incubo a 60°C por 20 minutos (agitando manualmente cada 10 minutos). Posteriormente se
afadié 500 pl de SEVAG (cloroformol:alcohol isoamilico, 24:1) y se mezclé suavemente con
tres inversiones en el tubo permitiendo dejar salir el gas. Se dej6é reposar por 15 minutos.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a 9000 rpm recuperando la
fase acuosa con ayuda de una micropipeta en un nuevo tubo de 1.5 ml debidamente
etiquetado. Para la precipitacion del ADN se adicion6 2/3 partes de la fase acuosa recuperada
de isopropanol absoluto (~250 pL) a -20°C y se invirtio el tubo suavemente para mezclar la
extraccién y alcohol, dejando reposar durante una hora a una noche a -20°C. Posteriormente,
los tubos se centrifugaron durante 10 minutos a 13000 rpm y se decant6 el alcohol evitando
perder el boton de ADN. Posteriormente, se realizé un lavado con 500 pl de alcohol al 70% y
se secO el ADN en una centrifuga al vacio por 20 minutos a 45°C. Finalmente, el boton se
resuspendio en 15-25 pl de tampén 0.1 x TE (10 mM Tris, pH 8,0y 1 mM EDTA) y se guardo

a -20°C hasta la amplificacion (Diaz-Martinez et al., 2023).

15



Para amplificar la region de ADN de interés se usaron cebadores del gen tufA (ver Tabla 2)
mediante reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) empleando un mix de amplificacion
con 0.5 pl de ADN, 0.25 pl (10 uM) de cada cebador, 5 pl de tampdn de reaccion (5x), 0.125
pl tag (5x) y llevar a un volumen de 25 pl con agua de grado molecular. El perfil de amplificacion

se modifico del presentado por (Cremen et al., 2016) (ver Tabla 3).

Las amplificaciones positivas se purificaron con ExoSap-IT y se enviaron a secuenciar en
los laboratorios de Macrogen (Seul, Korea) utilizando los mismos cebadores que en la
amplificacion.

Tabla 2

Cebadores para gen tufA

Cebador Secuencia Fuente
tufA F 5-TGAAACAGAAMAWCGTCATTATGC-3’ Fama et al.,
2002
tufA R 5-CCTTCNCGAATMGCRAAWCGC-3’ Fama et al.,
2002
tufGF4 5"-GGNGCNGCNCAAATGGAYGG-3 Saunders y
Kucera,
2010
Tabla 3

Perfil de PCR empleado

Temperatura/Tiempo

Desnaturalizacion inicial 94°C/4 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 94°C/1 min

Alineacién 47°C/1 min 36 ciclos
Extensién 72°C/2 min

Extension final 72°C/5 min 1 ciclo
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Analisis filogenéticos
Edicion y alineamiento

Los cromatogramas se ensamblaron y editaron usando Geneious (version 6.1.8). Se realiz6
un alineamiento con el algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004) dentro del software para compararlos
y revisarlos manual y visualmente con el apoyo de los cromatogramas. Se descargaron
secuencias de GenBank de otras especies de Halimeda con fines comparativos para el analisis
filogenético dando un total de 123 terminales o unidades taxondmicas operativas (Sayers et
al., 2020).

Para seleccionar las secuencias que se emplearon en el andlisis se realizdé una busqueda
de similitud de secuencias BLAST (Altschul et al., 1990; Camacho et al., 2009) y se revisaron
los resultados obtenidos para incluir diferentes especies y ubicaciones geograficas a fin de
tener una visibn general de la distribuciéon del género. Se empleé el género Udotea
J.V.Lamouroux 1812 como grupo externo (Udotea flabellum (J.Ellis & Solander) M.Howe 1904
MG784812) para realizar los analisis filogenéticos debido a su parentesco con el grupo de

estudio (Cremen et al., 2019; Verbruggen et al., 2009; Ximenes et al., 2017).

Modelos de sustitucion

Se obtuvo el mejor modelo de sustitucion para cada posicion empleando el criterio de
informacion Akaike corregido con el algoritmo de buUsqueda greedy en el software
PartitionFinder (version 2.1.1) (Lanfear et al., 2012, 2016).

Reconstruccién filogenética

El andlisis de MV se realizé en IQTREE (version 2.2.0) con los modelos de sustitucion
proporcionados por PartitionFinder y un Bootstrap no paramétrico con 1,000 réplicas al azar
evaluado con un andlisis Bootstrap (BS) considerando un valor 270% como indicador de

soporte para las ramas (Hillis y Bull, 1993; Minh et al., 2020).

Para el analisis de IB se empleod el software MrBayes (versién 3.2.6) utilizando los modelos
de sustitucion proporcionados por PartitionFinder. Se utilizaron cuatro cadenas de Markov
Monte Carlo independientes (tres calientes y una fria) durante 10,000,000 de generaciones
con muestro de arboles cada 1,000 generaciones. Se verifico la convergencia con el software

Tracer (versién 1.7.1) y se evalud la robustez de los clados fuertemente soportadas con
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probabilidades posteriores (PP) con valores 0.95 (Alfaro et al., 2003; Huelsenbeck y Ronquist,
2001; Lemey et al., 2009; Rambaut et al., 2018).

Se obtuvieron agrupamientos para la delimitacion de especies utilizando un analisis bPTP
con un “burn-in” de 0.25, corriendo 500,000 arboles. Se calculo el rango de divergencia

genética intra e interespecifica utilizando distancias “p” no corregidas en el software MEGA11
(version 11.0.10) (Tamura et al., 2021; Zhang et al., 2013).
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Resultados
Revisién morfoldgica

Se revisaron un total de 20 ejemplares que fueron asignados a cinco grupos (H. incrassata, H.
opuntia, H. discoidea, H. tuna y H. tuna sp. 2) de acuerdo con su morfologia externa (ver Tabla
4 y 5) y con base en la revision de la forma y tamafio de los utriculos periféricos y

subperiféricos.

Para el grupo de H. incrassata (ver Lamina 1) se examiné un solo ejemplar, el cual presento
segmentos con forma ovalada con tres l6bulos en los segmentos apicales, con crecimiento
lineal-dicotdbmico con articulaciones comprimidas. Los segmentos presentaron una alta
calcificaciéon y medidas de entre 2.9 a 5.8 mm de alto y 2 a 6 mm de ancho (ver Lamina 1 A).
Utriculos periféricos (UP) en forma poligonal con tendencia a hexagonal (ver Lamina 1 By C)
con presencia de una a tres capas utriculares (ver Lamina 1 Dy E) y con una capa de utriculos

subperiféricos (US) de menor tamafio.

En el caso de H. opuntia (ver Lamina 2) se examinaron cuatro ejemplares, que presentaron
segmentos con formas reniformes a cuneadas de 2.5 a 8.7 mm de alto y 2.8 a 12.1 mm de
ancho, con articulaciones aplanadas con tres a cinco Iébulos por segmento y sin un eje
principal identificable y con varios sistemas de fijacion a lo largo, con un crecimiento
dicotémico-tricotomico altamente ramificado (ver Lamina 2 Ay B). Con UP en forma poligonal

a redonda (ver Lamina 2 C y D) y presencia de dos a cuatro capas utriculares (ver Lamina 2 E
y F).

El grupo de H. discoidea (ver Lamina 3) contd con nueve ejemplares examinados y presento
mayor diversidad de formas, con segmentos de forma cuneada, ovalada o reniforme con
articulaciones convexas y aplanadas con un rango de tamarfios de 5.4 a 18.8 mm de altoy 7.8
a 28.9 mm de ancho, con un nodo de fijacion con crecimiento lineal-dicotomico (ver Lamina 3
Ay B). Una unica capa de UP con vista superficial en forma hexagonal muy compactos con

utriculos fusionados (UF) (ver LAmina3 C, Dy E).

En el grupo de H. tuna (ver Lamina 4) se revisaron cinco ejemplares con segmentos
reniformes con articulaciones convexas y varios ejes principales en crecimiento lineal-
dicotomico con medidas de 3.3 a 9.6 mmde altoy 3.7 a 11.7 mm de alto (ver Lamina 4 A), con
UP en forma poligonal desde la vista superficial (ver Lamina 4 By C) y con dos a tres capas

utriculares (ver Lamina4 Dy E).
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Y el quinto grupo, H. tuna sp. 2 (ver Lamina 5), solo se revisé un ejemplar de la localidad
con segmentos reniformes con articulaciones convexas y comprimidas de 6 a 9.2 mm de alto
y 8.2 a 12.3 mm de ancho, con un par de ejes principales con crecimiento lineal-dicotomico
(ver Lamina 5 A), con UP poligonales a redondos desde la vista superficial y con espina central

(EC) (ver Lamina 5 By C) y con dos a tres capas utriculares (ver Lamina5 Dy E).
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Tabla 4

Caracteres morfolégicos de los cinco grupos de Halimeda

Especie H. incrassata H. opuntia H. discoidea H. tuna H.tunasp. 2
Forma del Reniforme Reniforme, . .
Ovalada ’ Cuneada, Reniforme Reniforme
segmento Cuneada
Ovalada
Articulacion Comprimida Aplanada, Convexa, Convexa Convexa,
P Comprimida Aplanada Comprimida
Lébulos A veces Presentes Ausentes Ausentes Ausentes
No. I6bulos 3 3-5 1 1 1
Fijacion - Sin nod_os Nodo Nodo Nodo
reconocible
Ejes 1 Sin eje 1-2 1-5 2
principal
Crecimiento Lineal- Dicotomico- Lineal- Lineal- Lineal-
dicotbmico tricotomico dicotémico dicotbmico dicotbmico
Textura Liso Rugoso Liso Liso Liso
Grosor (mm) 0.6 0.5-1.4 0.5-1 0.7-1 0.8
Calcificacion Alta Alta Baja Moderada Moderada
Altura (Snffnr)"e”tos 2.9-5.8 25-8.7 5.4-18.8 3.3-9.6 6-9.2
Ancho segmentos 2-6 2.8-12.1 7.8-28.9 3.7-11.7 8.2-12.3
(mm)
Segmentos hijos 1-2 1-5 1-3 1-5 1-2
Capas utriculares 1-3 2-4 1 2-3 2-3
Fig. utriculos lado 5-6 a Poligonal-
vista 57(6) Redondo 4-6 (6) 57 (6) Redondo
Media ‘]'(E‘r:']“)e”o up 52.95 22.76 45.83 32.28 27.48
Diametro utriculos
periféricos, Vista 28.98-73.03 15.49-32.41 27.90-71.55 20.20-53.44 21.95-37.27
superficial (um)
Media altura UP 57.12 27.85 44.6 52.85 77.19
(um)
Altura utriculos
periféricos Vista 37.12-80.61 16.86-40.98 16.87-97.32 30.23-99.47 55.06-106.21
lateral (um)
Media O'(E‘r;‘]‘)e”o us 44.128 15.14 : 24.66 33.32
Diametro utriculos
subperiféricos 11.83-64.8 6-27.39 - 13.62-39.64 22.16-50.93
(pm)
Media largo US 51.034 27.07 : 59.95 74.11
(um)
Largo utriculos
subperiféricos 21.55-94.06 11.77-52.76 - 19.84-105.60  40.66-136.48

(um)

Referencia

Este Estudio

Este Estudio

Este Estudio

Este Estudio

Este Estudio
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Tabla 5

Numero de ejemplares colectados por especies y localidades

Especie Localidad # Ejemplares
H. discoidea Isla Aguada 3
H. discoidea Punta Xen 5
H. discoidea Sabancuy 1
H. incrassata Playa Bonita 1
H. opuntia Playa Bonita 3
H. opuntia Punta Xen 1
H. tuna Puerto Real 3
H. tuna Punta Xen 2
H. tuna sp. 2 Punta Xen 1

Analisis filogenéticos

En el alineamiento se usaron 102 de secuencias obtenidas de GenBank y 21 secuencias
obtenidas en este estudio, la matriz consistié en 864 pares de bases. PartitionFinder recuperé
tres particiones independientes, cada una correspondiente a cada posicién de codon. Para el
analisis de MV se us6 el modelo GTR + | + G para la primera y segunda posiciony TVM + | +
G para la tercera posicion. Por su parte en IB se uso el modelo GTR + | + G para las tres
particiones (Huelsenbeck y Ronquist, 2001; Lanfear et al., 2016; Sayers et al., 2020) . Los

comandos proporcionados por PartitionFinder se encuentran en el Anexo 2.

El arbol de consenso del analisis de IB fue topoldégicamente muy similar a la filogenia
obtenida por el andlisis de MV, sin embargo, presentd clados menos resueltos. Para
representar los resultados se empled la hipotesis obtenida por MV con una verosimilitud de
-7612.9178. Los clados de Halimeda scabra, H. scabra - H. tuna (Atlantico), H. discoidea
(México-Brasil) y H. discoidea (Canarias) no presentaron soporte de probabilidad posterior
(PP), mientas que todos los clados de los grupos de estudio presentaron soporte bootstrap
(BS).

En el arbol recuperado se agruparon todas las secuencias de Halimeda incrassata obtenidas
de GenBank con la obtenida en este trabajo formando un grupo monofilético con un soporte
BS de 99% y PP de 1 cuyo grupo hermano es H. simulans. El grupo compuesto por H. opuntia
incluyo todas las secuencias de la especie ingresadas al andlisis (generaras en este trabajo y
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descargadas de GenBank) y present0 a H. distorta (Yamada) Hillis-Colinvaux 1968 como grupo
hermano. El clado de H. opuntia present6 un alto soporte BS de 99% y PP de 1. El clado de
H. tuna obtenido en este trabajo se presenté como grupo hermano de H. scabra con un soporte
BS de 100% y PP de 1. El grupo gue incluyé todas las secuencias de H. tuna de Brasil y Belice
con las de México y H. scabra present6 un soporte BS de 98% pero sin soporte PP. La especie
hermana de todo el clado compuesto por H. scabra y H. tuna del Atlantico fue H. hummii
D.L.Ballantine 1982. Se observd otro clado compuesto por las secuencias de H. tuna del
Mediterraneo con soporte BS de 100% y PP de 1. Para este clado se presentd H. jolyana
Ximenes, Bandeira-Pedrosa, Cassano, Oliveira-Carvalho, Verbruggen & S.M.B.Pereira 2017

como grupo hermano.

Las secuencias de Halimeda discoidea de México y Brasil formaron un clado con un soporte
BS de 87% pero sin soporte de PP, y se formd6 un grupo monofilético con las secuencias de
Canarias presentando un soporte BS de 98% y PP de 0.97. La H. discoidea de Jamaica se
presentd como un grupo hermano del clado que incluye H. discoidea de México, Brasil y
Canarias con un soporte BS de 100% y PP de 1. Las secuencias de H. discoidea obtenidas de
la zona del Indo-Pacifico se separaron en otro clado con un soporte BS de 100% y PP de 1
excluyendo a H. discoidea de Oman que se presenté como grupo hermano con un soporte BS
de 95% y PP de 1 (ver Figura 3).

La distribucion de las especies Halimeda tuna y H. discoidea de los grupos obtenidos con
base a las secuencias incluidas en los analisis filogenéticos se muestran en la Figura 4. Los
clados de H. tuna se presentan bien delimitados a diferentes zonas geograficas y el grupo de
H. tuna del mediterraneo esta restringido a solo ese mar. Mientras que el grupo de H. tuna del
Atlantico se presenta Unicamente en el continente americano. El grupo de H. discoidea del
Atlantico presenta una distribuciéon muy amplia, y hay una alta distancia entre los ejemplares
del grupo, mientras que el grupo de H. discoide de Jamaica se observa mas cercano
geograficamente a H. discoidea de México. Mientras que el grupo Indo-Pacifico se encuentra
tanto al este y oeste del Archipiélago malayo y su distribucién no parecer estar afectada por
esta zona insular. Sin embargo, el grupo de H. discoidea de Oman se restringe a la zona del

Golfo de Oman ubicado al este del pais.
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Analisis de agrupamiento con bPTP.

El método computacional de bPTP que utiliza el enfoque bayesiano para inferir la delimitacion
de especies sugirié ocho agrupamientos de clados (ver Figura 2). El grupo “A” se compuso por
las secuencias de Halimeda tuna de México, Brasil-Belice, y H. scabra de Bahamas con un
soporte de 0.817. El grupo “B” contiene las secuencias de H. tuna del Mediterrdneo con un
soporte de 0.766. El grupo “C” incluyé las secuencias de H. discoidea de México, Brasil y
Canarias con un soporte 0.527. El grupo “D” solo incluy6 la secuencia de H. discoidea de
Jamaica con un soporte de 1. El grupo “E” abarcé las secuencias de H. discoidea de
Madagascar, Japon, Nueva Caledonia y Yemen con un soporte 0.472. El grupo “F” solé incluy6
la secuencia de H. discoidea de Oman con un soporte 0.978. El grupo “G” se conformd por
todas las secuencias de H. opuntia e incluy6 las secuencias de H. distorta, H. velasquezii
W.R.Taylor 1962 y H. minima (W.R.Taylor) Hillis-Colinvaux 1968 con un soporte de 0.051.
Finalmente, el grupo “H” agrup6 las secuencias de H. incrassata con las secuencias de H.

simulans de Brasil con un soporte de 0.288.

Divergencia genética

13 »”

Se obtuvo la distancia “p” interespecifica (ver Tabla 6) de los grupos formados a priori de los
ejemplares de interés recuperados en los arboles filogenéticos y se consideraron valores de
2% a 12.4 % que se han empleado para delimitar las especies en el género (Ximenes et al.,
2017, 2019).

La divergencia genética entre Halimeda opuntia y H. distorta fue de 1.24%. Para el grupo
de H. incrassata la distancia con respecto a su grupo hermano H. simulans fue de 0.93%. El
grupo de H. tuna de México y H. tuna sp. 2 mostraron una ausencia de distancia genética entre
ellas. Estas a su vez, presentaron una distancia de 0.6% con respecto a H. scabra. H. tuna de
México presento distancias genéticas de 1.24% con el grupo de Brasil-Belice. H. scabra tuvo
una distancia genética de 0.87% con el grupo de H. tuna de Brasil-Belice. Las distancias entre
H. tuna de México y del Mediterrdneo fueron de 11.06%, mientras que para H. tuna del

Mediterraneo y Brasil-Belice los valores fueron de 10.38%.
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Tabla 6

Distancias

1) Udotea
flabellum

2) H. opuntia

3) H. distorta
4) H.
incrassata

5) H. simulans
6) H. monile

7) H. tuna MX

8) H. tuna sp. 2

9) H. tuna BrBe
10) H. tuna
Med

11) H. scabra
12) H.
discoidea MX
13) H.
discoidea Br
14) H.
discoidea Can
15) H.
discoidea Jam
16) H.
discoidea I-P
17) H.
discoidea
Oman

[{

p
1

19.39
19.45

19.56
19.67
19.52
18.99
19.13
18.49

20.62
18.92

19.44
19.31
19.21
19.32

19.04

18.59

2

1.24

9.25
9.61
9.27
10.06
10.07
9.54

14.68
9.80

10.66
10.62
10.71
10.69

9.88

9.42

3

9.88
10.09
9.61
10.34
10.34
9.79

14.87
10.11

10.92
10.70
10.88
10.99

10.15

9.79

4

0.93
2.26
12.17
12.05
11.74

14.40
11.90

11.52
11.94
11.88
11.88

11.38

10.76

5

2.49
12.34
12.20
12.06

14.69
12.07

11.81
12.26
12.05
12.06

11.44

10.82

6

12.27
12.10
12.13

14.95
11.99

11.51
11.99
11.89
11.97

11.23

10.89

7

0.00
1.24

11.06
0.59

8.85
9.09
8.43
9.22

10.82

9.91

8

1.27

11.17
0.60

8.82
9.16
8.38
9.24

10.91

10.07

9

10.38
0.87

8.32
8.44
7.83
8.70

10.39

9.62

10

10.66
11.74
11.89
11.41
12.11

13.25

12.41

interespecificas de grupos de Halimeda en porcentaje

11

8.66
8.96
8.33
9.04

10.58

9.70

12

0.37
0.72
3.92

9.85

8.85

13

1.06
4.30

9.63

8.46

14 15 16
3.99
9.51  9.99

8.39 9.12 1.96

Las distancias méas bajas de Halimeda discoidea se presentaron entre los grupos de México

y Brasil con un valor de 0.37% que se presentan como un clado en la topologia de MV. La

distancia entre H. discoidea de México con su grupo hermano H. discoidea Canarias tiene un

valor de 0.72%. El grupo de H. discoidea de México presentd una distancia de 3.92% con

respecto al grupo de Jamaica. La mayor distancia del grupo de H. discoidea de México se

presento con el grupo nombrado H. discoidea del Indo-Pacifico con valores de 9.85%. Mientras

gue la distancia mas grande dentro la especie H. discoidea se presentd entre los grupos de

Jamaica e Indo-Pacifico con un valor de 9.99%.
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Figura 3

Arbol de maxima verosimilitud empleando secuencias del gen tufA del cloroplasto
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Nota. La columna “bPTP” presenta los grupos formados por el método de delimitacion bPTP;
la columna “grupos morfoldgicos” presenta los ejemplares revisados en el presente trabajo; la
columna “especies aceptadas” muestra con diferentes colores las actuales clasificaciones
taxondmicas aceptadas; la columna “grupos de figura 3” presenta las diferentes distribuciones
gue se presentan en los grupos de Halimeda tuna y H. discoidea
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Figura 4

Distribucién de las secuencias usadas de H. tuna y H. discoidea en los analisis filogeneticos
0
L Ree
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Discusion

Las revisiones morfoldgicas con base en las claves taxonémicas (Littler y Littler, 2000; Taylor,
1960) y estudios morfolégicos (Dijoux et al., 2012; EI-Manawy y Shafik, 2008; Peach et al.,
2017; Pongparadon et al., 2015, 2020; Verbruggen et al., 2006; Ximenes et al., 2017)
permitieron la determinacion de las especies Halimeda incrassata y H. opuntia con caracteres
diagnosticos bien definidos. No obstante, H. discoidea, H. tuna, y un morfotipo denominado H.
tuna sp. 2 presentaron caracteristicas con mayor variacion. Por eso la discusion se estructurara
por especie, analizando individualmente los resultados y las implicaciones para cada una de

ellas.

Halimeda incrassata (J.Ellis) J.V.Lamouroux

Al realizar la revision anatomica, se observd que los utriculos Periféricos (UP) de Halimeda
incrassata presentaron formas poligonales con vértices ligeramente mas redondeados que las
especies pseudocripticas de H. incrassata, H. kanaloana Vroom 2006 y H. heteromorpha
N'Yeurt 2006, las cuales presentan vértices angulares. Ademas, se identificaron tres capas
utriculares con utriculos Subperiféricos (US) con formas variadas, que van de ligeramente
globosas hasta alargadas dando lugar a dos UP (Hillis-Colinvaux, 1980; Verbruggen et al.,
2006; Ximenes et al., 2017). La alta plasticidad de H. incrassata ha llevado a la descripcion de
especies pseudocripticas, que una mejor revision de los caracteres morfoldgicos y anatdomicos,
acompafiado de datos moleculares, permitieron delimitar (Verbruggen et al., 2006). La
presencia de UP de mayor tamafio en la revision de caracteres anatdmicos de H. incrassata
permitié su diferenciacion de su grupo hermano H. simulans, con el que comparte algunas

areas de distribucion en el Caribe Mexicano (Vilchis et al., 2018; Ximenes et al., 2017).

En el arbol filogenético obtenido se formd un clado fuertemente soportado por el valor de
BS y PP de Halimeda incrassata, que también incluye todas las secuencias disponibles en
GenBank. H. incrassata se presenta cercanamente relacionado con el grupo de H. simulans,
con el que comparte caracteristicas morfolodgicas y algunas zonas de distribucion en México
(Bandeira-Pedrosa et al., 2004). Otros estudios han reportado una distribucion mas amplia
incluyendo el Indo-Pacifico para H. incrassata (Kooistra et al., 2002). Sin embargo, Verbruggen
et al. (2006) separan genéticamente las especies H. kanaloana y H. heteromorpha como
especies pseudocripticas del Indo-Pacifico. El ejemplar tipo de H. Incrassata fue colectado en

Jamaica, pero no existen datos moleculares y el ejemplar se reporta como perdido (Barton,
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1901). Tampoco se cuenta con secuencias del gen tufA para el lectotipo o ejemplares de la
localidad tipo para incluir en el andlisis y de esta manera delimitar con mayor certidumbre a H.
incrassata de Campeche.

En el analisis de bPTP se presentaron las secuencias de Halimeda incrassata y H. simulans
en una agrupacion (grupo “H”). La distancia genética entre H. incrassata y H. simulans fue de
0.93%, que se encuentra por debajo de los valores usados para delimitaciones de especies
dentro del género (Ximenes et al., 2017). Ambas especies fueron descritas inicialmente usando
solo caracteres morfo-anatomicos. La separacion de ambos grupos la realizé Hillis (1959)
usando el color de los segmentos, el habito subestipite u ocasionalmente estipitado de H.
simulans con segmentos basales comunmente imbricados lo considerd bastante distintivo del
taxon. El tamafio del diametro de los UP es otro caracter empleado para su delimitacion, para
el caso de H. incrassata la media es mayor (73 um) frente a H. simulans (45 um) (Hillis, 1959).
Clifton (1997) aportado también presenté diferencias morfolégicas y reproductivas que separan
a los taxones, por lo que pese a su baja distancia genética se siguen considerando taxones

diferentes (Verbruggen et al., 2006).

Halimeda opuntia (Linnaeus) J.V.Lamouroux

Halimeda opuntia se determin6 mediante la revision de su morfologia externa, la cual coincide
con la reportada en la literatura. Esta especie presenta talos compactos de crecimiento no
lineal, con ramificaciones azarosas, sistemas de fijacion en intervalos, segmentos aplanados
altamente calcificados con margenes lobulados y articulaciones aplanadas a comprimidas tal
como se ha descrito en estudios previos (Hillis-Colinvaux, 1980; Littler y Littler, 2000; Taylor,
1960).

En la revisibn anatémica, se encontr6 que Halimeda opuntia presenté UP con formas
poligonales a redondas vistos superficialmente, con presencia de dos a cuatro capas

utriculares. Ademas, se observé que cada US soporta dos UP (Ximenes et al., 2017).

Es importante destacar que esta especie presenta una alta plasticidad morfologica en el
crecimiento y forma de los segmentos, aun asi, los valores registrados en los ejemplares
revisados se encuentran dentro de los rangos reportados por Pongparadon et al. (2020). Asi
mismo, es la Unica especie de este trabajo en la que se reporta una distribucion pantropical
real (Hillis-Colinvaux, 1980; Kojima et al., 2015; Kooistra et al., 2002; Kooistra y Verbruggen,
2005; Peach et al., 2017; Verbruggen, De Clerck, Kooistra, et al., 2005; Verbruggen, De Clerck,
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Schils, et al., 2005; Verbruggen et al., 2009; Wizemann et al., 2014). La alta plasticidad y
adaptabilidad de la especie puede estar relacionada con su éxito en la colonizacién de habitats
en diferentes zonas geogréficas, lo que explicaria su amplia distribucion (Pongparadon et al.,
2020).

En cuanto a la filogenia, el grupo de Halimeda opuntia se forma un clado fuertemente
soportado con un apoyo BS y PP. Las secuencias del clado incluyeron localidades del Atlantico
e Indo-Pacifico, presentando diferencias genéticas muy bajas. El lectotipo de la especie es de
Jamaica, pero no se cuentan con datos moleculares de la localidad tipo que se pudieran incluir

al analisis para confirmar la identidad de la especie.

La especie se incluyo en el grupo “G” junto con Halimeda distorta, H. velasquezii y H. minima
en un solo clado formado en la delimitacion de bPTP lo cual puede deberse a las bajas
distancias genéticas entre estos taxones (menores a 2.65%). Sin embargo, no se presentaron
distancias genéticas entre las diferentes zonas geograficas de H. opuntia y los taxones del
grupo “G” estan resueltos en las hipétesis de MV e IB. Los taxones estan bien delimitados por
caracteres morfo-anatémicos. Para la descripcidén de H. opuntia su forma de crecimiento es un
caracter diagnostico de la especie. Otra evidencia por considerar es su distribucién, ya que H.
opuntia es pantropical mientras que las especies de H. distorta, H. velasquezii y H. minima se
distribuyen en el Indo-Pacifico (Colinvaux, 1968; Taylor, 1962; WoRMS, 2023). Un posible
motivo de la subestimacion en el método bPTP se debe a que es sensible a la precision del
arbol de entrada, el tamafio de la poblacién, el tiempo de divergencia, y el flujo genético en

curso (Xu et al., 2019) por lo que un analisis mas detallado pudiera arrojar un resultado distinto.

La distribucion de Halimeda opuntia se considera como modelo para probar las capacidades
de dispersion limitada del género. En este sentido, Kooistra y Verbruggen (2005) sugieren que
el origen de H. opuntia es en el Indo-Pacifico, y que su dispersién hacia el Caribe y Brasil
fueron eventos independientes. También sugieren que su dispersion pudo ocurrir durante el
inicio del transporte interoceanico de embarcaciones, estableciéndose poblaciones de la
especie dos siglos antes de su recoleccion y estudio durante el siglo XVIII. Por otra parte, los
depdsitos de calcio H. opuntia del Caribe son de menor profundidad con respecto a los de
Pacifico, lo que también apoya la teoria de que la llegada de la especie al Atlantico es reciente

(Kooistra y Verbruggen, 2005).
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Halimeda discoidea Decaisne 1842

La revision morfologica externa permitio la determinacion de Halimeda discoidea en primera
instancia. Present6 segmentos aplanados con forma reniforme, cuneada y ovalada, sin I6bulos
y con talos mayores a cinco cm, con un pequefio nodo de fijacidon y con crecimiento erecto
lineal a dicotébmico coincidente con la literatura (Littler y Littler, 2000; Taylor, 1960) pero con
segmentos ligeramente mas pequefios (alto <2 cm y ancho <3 cm). Howe (1907) presenta una
revision de Halimeda incluyendo H. discoidea para América, pero los ejemplares analizados
en este trabajo no presentan las caracteristicas utriculares que el autor registra. En la revision
anatémica de H. discoidea, se observaron UP con forma poligonal y la presencia de utriculos
fusionados como lo reporta Howe (1907), pero sin una segunda capa utricular reconocible.
Esta se presenta con forma subglobosa y de un tamafo superior a los UP de acuerdo con la
literatura (Taylor menciona que sus US son de gran tamafio e inflados, mientras que Littler y
Littler los describen de mayor tamafio que los UP y que soportan hasta 14 UP cada uno). Otros
estudios morfologicos El-Manawy y Shafik (2008) también los presentan como subglobulares
y soportando muchos UP. Por su parte, Dijoux et al. (2012) los registran hasta dos veces mas
ancho que los UP y con forma subglobosa. La variacion de los ejemplares revisados con las
descripciones de distintos autores genero un problema en la determinacion taxonémicay en la
revision anatémica sugiriendo la separacion de H. discoidea de Campeche como una entidad
distinta (Dijoux et al., 2012; EI-Manawy y Shafik, 2008; Hillis-Colinvaux, 1980; Littler y Littler,
2000; Taylor, 1960; Ximenes et al., 2017).

Halimeda discoidea se presentd en dos clados formando un grupo polifilético en el analisis,
separando las secuencias del Atlantico e Indo-Pacifico. El primer grupo se conformé por
muestras de este estudio, Brasil y Canarias, fuertemente soportado por BS y PP, y presento a
H. discoidea de Jamaica como grupo hermano. El segundo grupo formado por las secuencias
del Indo-Pacifico incluyen las secuencias de Madagascar, Japon, Nueva Caledonia, Yemen y
Oman. Estos mismos grupos son congruentes con los formados en otros estudios filogenéticos
del género (Dijoux et al., 2012; Kooistra et al., 2002; Verbruggen, De Clerck, Schils, et al.,
2005; Verbruggen et al., 2009; Ximenes et al., 2017) sugiriendo también que se trata de

especies distintas.

El analisis de delimitacion bPTP formé6 cuatro agrupamientos de Halimeda discoidea y
separd las secuencias del Atlantico (grupos “C” y “D”) y las de Indo-Pacifico (grupos “E” y “F”)

en dos grupos de cada region, esto puede significar que se necesita mas muestro para
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esclarecer la delimitacion de esta especie y analizar si los grupos “D” y “F” se encuentran en
un proceso de especiacidon mas avanzado que el resto de H. discoidea. Los andlisis de bPTP
también tienden a presentar falsos positivos cuando hay dos especies con un flujo genético
continuo (Luo et al., 2018), que puede ser el caso que presentan los grupos formados para H.
discoidea. Los agrupamientos obtenidos para H. discoidea pueden estar sobreestimando el
namero de especies por lo que un analisis con métodos combinados de delimitacién podria
ayudar a tener un enfoque con mayor credibilidad (Luo et al., 2018; Solovyeva et al., 2023; Xu
et al., 2019).

La distancia genética entre los grupos de Halimeda discoidea del Atlantico fue variable, las
secuencias de México presentaron distancias genéticas de 0.37%, 0.72% y 3.92% con las
secuencias de Brasil, Canarias y Jamaica respectivamente. La topologia de ML e IB presenta
a la especie de H. discoidea de Brasil anidado en el grupo de H. discoidea de México que
concuerda con su baja distancia genética. Asi mismo la baja distancia genética entre el H.
discoidea de México y H. discoidea de Canarias puede sugerir que son una entidad diferente
a H. discoidea de Jamaica, por lo que un mejor muestreo y caracterizaciéon de estas zonas

puede ayudar a delimitar los taxones.

El ejemplar tipo de Halimeda discoidea se encuentra en el Museo de Historia Natural de
Paris, y su etiqueta registra Kamtschatka (Rusia) como la localidad tipo. Las condiciones de
las aguas de la peninsula de Kamtschatka son demasiado frias para esta especie, por lo que
se considera la localidad tipo como incorrecta y desconocida (Hillis-Colinvaux, 1980). Por lo
tanto, no se puede incluir una secuencia de la localidad tipo que permita determinar cuél grupo
es el verdadero de H. discoidea (Ballantine et al., 2023; Hillis, 1959; Hillis-Colinvaux, 1980) sin
un analisis que incluya ejemplares de sitios mas cercanos y una revision mas detalla de su

historia taxondmica.

Los ejemplares revisados en este estudio presentan variaciones morfolégicas (tamafio de
los segmentos) y anatémicas (US) notables con respecto a las reportadas en otros trabajos.
Los valores de distancia genética de Halimeda discoidea de México con respecto a H.
discoidea de Jamaica, Indo-Pacifico y Oman son mayores a las empleadas en la delimitacion
de H. soniae Ximenes, Oliveira-Carvalho, M.E. Bandeira-Pedrosa & Cassano 2019 y H. jolyana
donde se emplearon distancias genéticas de 3.8% y 8-12% respectivamente empleando el

mismo marcado molecular. Por lo tanto, ambas evidencias pueden ser suficientes para hacer
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una delimitacion empleando el concepto unificado de especie propuesto por de Queiroz (2007)
que separe el taxdn de H. discoidea de México como un taxén independiente a H. discoidea
del Indo-Pacifico (Ximenes et al., 2017, 2019).

Halimeda tuna (J.Ellis & Solander) J.V.Lamouroux

El grupo de Halimeda tuna presentd caracteres morfolégicos externos similares a los
reportados en la literatura: segmentos aplanados, lisos y ligeramente calcificados con un solo
nodo de fijacion, pero con segmentos de menor tamafio (Alto <0.9 cm Ancho <1.1 cm) (Littler
y Littler, 2000; Taylor, 1960). Las estructuras utriculares se reportan como mas alargadas en
los trabajos morfologicos revisados y los US se presentaron considerablemente mas cortos
gue los reportados por ElI-Manawy y Shafik (2008). La descripcion de Blair y Norris (1988)
para ejemplares de H. tuna del Caribe (San Salvador) coincidié con los caracteres obtenidos
en este trabajo, en donde reporta segmentos de 3.5 a 13 mm de ancho y 4 a 13 mm de largo,
ligeramente calcificados con dos (raramente tres) capas utriculares, con una media del
diametro de 33 um y media de altura de 47 ym en UP. Howe (1907), determin6 que no habia
suficientes diferencias para separar el grupo de H. tuna de América de las del Mediterraneo,
pero presenta una revision taxondémica para identificar entre H. scabra, H. discoidea y H. tuna

de América.

Halimeda tuna sp. 2 presentd caracteres morfolégicos similares a los de la especie H.
scabra, donde el caracter diagnostico es la espina central en los UP (Littler y Littler, 2000;
Taylor, 1960). Hillis-Colinvaux (1980) menciona que la distincion entre H. tuna y H. scabra es
esta terminacion de los UP, por lo que se necesita una observacion en microscopio para poder
determinar ambas especies ya que son indistinguibles en morfologia externa. Este mismo
problema se presentd en el presente estudio, ya que en primera instancia se determiné a los
ejemplares como H. tuna, y al momento de la revisién en microscopio se asigné a H. scabra
por la presencia de la espina central. Al momento de revisar los analisis filogenéticos, se

recuperé como un morfotipo de H. tuna, razén por la cual se le asigno el sufijo sp. 2 al grupo.

Halimeda tuna se presentd como un grupo polifilético con dos clados que separa las
secuencias del Atlantico del Mediterraneo. En el arbol obtenido de MV no presenté una
distincion entre los morfotipos de H. tuna y H. tuna sp. 2, y se agruparon las secuencias
formando un clado fuertemente soportado por BS y PP. H. tuna de México presentd una mayor

relacion con las secuencias de H. scabra obtenidas de GenBank y formaron un clado
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fuertemente soportado por BS y PP, por lo que el morfotipo H. tuna sp. 2 presenté la misma
distancia genética con respecto a H. scabra. El grupo de H. tuna de Brasil-Belice se presentd
como grupo hermano del clado que incluye a H. tuna de México, H. tuna sp. 2 y H. scabra,
aungue solo se encontré soportado por BS. Esta situacion puede ser de apoyo para inferir que

H. scabra y H. tuna son una sola entidad.

El grupo “A” formado en la delimitacion por bPTP incluy6 todas las secuencias de Halimeda
tuna del Atlantico y H. scabra. La distancia “p” entre los grupos de H. tuna de México con
respecto a los de Brasil-Belice es de 1.24%, siendo incluso méas baja la distancia entre las
secuencias de H. tuna de México y H. scabra con un valor de 0.59%. Ambos valores son
menores a los registrado para la delimitacion de especies dentro del género (Ximenes et al.,

2017, 2019).

También se encontraron UP en el morfotipo Halimeda tuna sp. 2 con y sin espina central.
Se ha registrado plasticidad morfolégica en Halimeda tuna que puede ser consecuencia de las
condiciones ambientales como lo reportan Neustupa y Nemcova (2018), por lo que la distincion
morfoldgica entre H. tuna y H. scabra puede no ser suficiente para delimitarlas como especies
diferentes, ya que la forma y disposicion de los utriculos podrian llegar a considerarse como
variaciones morfo-anatomicas de una misma especie. Esta variacion en la forma y disposicion
de los utriculos ya se ha reportado para la especie de H. macroloba Decaisne 1841
(Pongparadon et al., 2017). Por lo tanto, se requieren mejores muestreos y revisiones
anatomicas de ejemplares de H. tuna y H. scabra del Caribe y ampliarlo con estudios sobre su
ecologia y reproduccién para presentar una distincion y reevaluar su estatus taxonémico. En
este trabajo no se puede realizar una delimitacion o unién ya que no se cuentan con ejemplares
de la localidad tipo de H. scabra (Florida, EUA).

Adicionalmente, en el clado de Halimeda tuna del Mediterraneo se incluyen las secuencias
de Malta, Italia, Murcia y Silicia. La distancia genética entre los grupos del Mediterraneo vy el
Atlantico es muy alta y presentan diferencias morfologicas, por lo que pueden tratarse de dos
complejos diferentes que requieren de una revision detallada para verificar si su estado
taxondémico esté bien delimitado (Kooistra et al., 2002; Verbruggen, De Clerck, Schils, et al.,
2005; Verbruggen et al., 2009; Ximenes et al., 2017).

El grupo “B” formado por bPTP se encontr6 fuertemente soportado en los analisis
filogenéticos, lo que hace una distincion clara de las secuencias obtenidas del Mediterraneo
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de Halimeda tuna con respecto a H. tuna del Atlantico. EI grupo “A” presentd una distancia
genética con las secuencias del grupo “B” entre el 10.38% y 11.17%. Los valores de distancia
genética presentadas de H. tuna del Atlantico y del Mediterrdneo son mayores a la distancia
entre especies ya reconocidas dentro del género (Verbruggen, De Clerck, Schils, et al., 2005;
Vroom et al., 2003; Ximenes et al., 2017, 2019). Como referencia, la distancia entre H. opuntia
y H. incrassata del presente estudio fue de 9.25%. Por lo que los ejemplares de México pueden
tratarse de entidades diferentes a H. tuna del Mediterraneo.

La localidad tipo registrada de Halimeda tuna es el mediterraneo, por lo que las muestras
trabajadas en este estudio podrian corresponder a otra especie. Los ejemplares de Campeche,
puede ser correspondientes al morfotipo “b” de H. tuna sensu Lamouroux (1816; figura 8 de la
lamina 11) quien distingue al morfotipo “a@” para el mediterraneo y “b” para las Antillas.
Finalmente, se necesita un analisis mas detallado para una delimitacién de especies robusta
empleando mas criterios que permitan primero diferenciar: 1) al grupo del Atlantico con el del

Mediterraneo; y 2) la delimitacion entre H. tuna de México con respecto a H. scabra.
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Conclusiones

La diversidad del género Halimeda encontrada en este trabajo fue similar a la reportada para
el estado de Campeche (Mateo-Cid et al., 2013). Se encontraron las mismas especies
reportadas previamente, ademas se caracterizaron las especies de Halimeda y se infirieron las
relaciones filogenéticas de estos taxones. Las secuencias de ADN obtenidas son las primeras

para la region de estudio con lo que respaldan el estado taxondmico de las especies.

Se identificaron dos especies claramente reconocidas (Halimeda opuntia y H. incrassata),
mientras que otras dos (H. tuna y H. discoidea) no coincidieron con las caracteristicas
diagnosticas descritas para estas especies ni con las secuencias de ADN disponibles a nivel

global.

En el presente trabajo se distinguieron caracteres diagnosticos diferentes a la literatura para
las especies de Halimeda tuna y H. discoidea. En el primer caso se observaron los caracteres
apicales de los utriculos de H. scabra como caracteres que estan presentes en las especies
mexicanas de H. tuna. Se deben realizar mas estudios con métodos de delimitacion de
especies, tales como analisis morfolégicos, moleculares, ecoldgicos, entre otros, para
determinar si el estado taxonémico de H. tuna de México y H. scabra son entidades diferentes
o0 se tratan de morfotipos de una misma especie. Estas investigaciones adicionales permitiran
recopilar evidencias exhaustivas y comparativas que respalden una mejor conclusién sobre su
clasificacién taxondmica. En el caso de H. discoidea la ausencia de US subglobosos de gran
tamafo en ejemplares mexicanos los diferencia morfologicamente de H. discoidea reportada

en otras zonas geogréaficas.

Las especies Halimeda opuntia y H. incrassata exhibieron baja o nula distancia genética con
el gen tufA respecto a ejemplares de otras zonas geogréfica, incluso diferentes océanos para
el caso de H. opuntia. Mientras que la especie H. tuna mostré una alta distancia genética con
respecto a ejemplares de H. tuna del Mediterraneo. Y la especie H. discoidea de México
presenté una alta distancia genética con respecto a ejemplares del océano Indo-Pacifico, y

una distancia genética baja con respecto a los ejemplares de H. discoidea de Jamaica.

Las especies de Halimeda tuna y H. discoidea revisadas en este trabajo presentaron
evidencia morfolégica y molecular que difiere a la presentada para sus localidades tipo. H.
discoidea y H. tuna no fueron mostradas como grupos cercanos entre sus diferentes regiones
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geograficas. La informacion recopilada en este trabajo puede servir de base para determinar

si las especies mexicanas de H. discoidea y H. tuna son especies pseudocriptas.

Perspectivas

Es necesario llevar a cabo un examen mas detallado de la presencia de diferentes clados
formados mediante el gen tufA y emplear otros para evaluar los grupos mexicanos de Halimeda
discoidea y H. tuna, a fin de considerar si los ejemplares mexicanos presentan suficiente
evidencia que respalde su delimitacion como especies distintas, tal como sugiere esta revision

realizada con el marcador tufA y la revision morfo-anatémica.

Se deben realizar mejores revisiones con ejemplares de diferentes sitios para buscar la

presencia de caracteres diagnosticos y volver a revisar la morfologia y anatomia de los grupos.

Para el caso de México, hace falta un muestreo mas completo donde se incluyan mas zonas
de estudio y poder realizar comparaciones morfolégicas con las demas descripciones de los
grupos para el Atlantico. Asimismo, conocer si hay caracteres diagndsticos que sean

congruentes con los clados filogenéticos formados en el trabajo.
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Anexos
Anexo 1

Especies de Halimeda registradas en México

Especie

Ubicacioén

Referencia

Halimeda cuneata Hering 1846

Pacifico Mexicano
(Baja California Sur, Nayarit)
Golfo de México

(Mateo-Cid y Mendoza-Gonzalez,
1992; Pedroche et al., 2005;
Pedroche y Senties, 2020)

Halimeda discoidea Decaisne
1842

Pacifico Mexicano (Baja
California Sur, Nayarit, Jalisco,
Michoacéan, Guerrero, Oaxaca);
Golfo de México (Quintana Roo,

Campeche, Veracruz,
Tamaulipas)

(Callejas Jiménez et al., 2005;
Gardufio-Solérzano et al., 2005;
Mateo-Cid y Mendoza-Gonzalez,
1992; Mendoza-Gonzalez et al.,

2018; Pedroche et al., 2005;

Serviere-Zaragoza et al., 1998)

Halimeda favulosa M. Howe 1905

Golfo de México (Yucatén,
Quintana Roo)

(Acosta Calderon, 2014;
Fredericq et al., 2009)

Halimeda goreaui W.R. Taylor
1962

Golfo de México (Quintana Roo)

(Aguilar-Rosas et al., 2001)

Halimeda gracilis Harvey ex J.
Agardh 1887

Golfo de México (Quintana Roo)

(Aguilar-Rosas et al., 2001)

Halimeda incrassata (J. Ellis)
J.V.Lamouroux 1816

Golfo de México (Campeche,
Quintana Roo, Yucatan)

(Aguilar-Rosas et al., 2001,
Huerta Mazquiz, 2021)

Halimeda lacrimosa M. Howe
1909

Golfo de México (Quintana Roo,
Yucatén)

(Acosta Calderén, 2014; Aguilar-
Rosas et al., 2001; Gardufio-
Solérzano et al., 2005)

Halimeda monile (J. Ellis &
Solander) J.V.Lamouroux 1816

Golfo de México (Quintana Roo,
Yucatan)

(Aguilar-Rosas et al., 2001;
Gardufio-Solérzano et al., 2005;
Sierra Rodriguez, 2013)

Halimeda opuntia (Linnaeus) J.V.
Lamouroux 1816

Pacifico Mexicano (Baja
California Sur), Golfo de México
(Quintana Roo, Yucatan,
Campeche)

(Aguilar-Rosas et al., 2001;
Gardufio-Soldrzano et al., 2005;
Pedroche et al., 2005)

Halimeda scabra M. Howe 1905

Pacifico Mexicano (Baja
California Sur) Golfo de México
(Quintana Roo, Yucatan)

(Acosta Calderon, 2014;
Gardufio-Solérzano et al., 2005;
Pedroche et al., 2005; Sierra
Rodriguez, 2013)

Halimeda simulans M. Howe
1907

Golfo de México (Quintana Roo)

(Pedroche y Senties, 2020;
Verbruggen, De Clerck, Schils,
et al., 2005)

Halimeda tuna (J. Ellis &
Solander) J.V.Lamouroux 1816

Pacifico Mexicano (Michoacan,
Guerrero, Oaxaca) Golfo de
México (Quintana Roo, Yucatan,
Campeche)
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Pedroche et al., 2005)



Anexo 2

Comandos empleados en el analisis de IB

Iset applyto=(1) nst=6 rates=invgamma
Iset applyto=(2) nst=6 rates=invgamma
Iset applyto=(3) nst=6 rates=invgamma

prset applyto=(all) ratepr=variable; unlink statefreq=(all) revmat=(all) shape=(all)

pinvar=(all) tratio=(all)
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Lamina 1

Halimeda incrassata: A) Ejemplar herborizado, B) y C) Vista superficial de los utriculos, D) y E) Vista lateral de
los utriculos
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Lamina 2

Halimeda opuntia: A) y B) Ejemplares herborizados, C) y D) Vista superficial de los utriculos, E) y F) Vista lateral
de los utriculos
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Lamina 3

Halimeda discoidea: A) y B) Ejemplares herborizados, C) y D) Vista lateral de los utriculos, E) y F) Vista
superficial de los utriculos con presencia de utriculos fusionados
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Lamina 4

Halimeda tuna: A) y B) Ejemplar herborizado, C) y D) Vista superficial de los utriculos, E) y F) Vista lateral de los
utriculos




Lamina 5

Halimeda tuna sp 2: A) Ejemplar herborizado, B) y C) Vista superficial de los utriculos con espina central (EC),
D), E) y F) Vista lateral de los utriculos
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