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RESUMEN

Padina gymnospora ha sido un taxén controversial ya que ha estado sujeto a diversos
cambios en su posicion taxonomica y confusiones en su identidad con respecto a otras
especies. Se ha observado que en la costa Atlantica de México existe un mayor numero de
individuos de P. gymnospora que presentan seis capas en la region basal con respecto a
otros que presentan ocho 0 mas, esta caracteristica se mantiene en la fase reproductiva y no
tiene relacion con el tamario del talo. Con la finalidad de poner a prueba si dichos morfos
pueden reconocerse como entidades independientes, se realizé un analisis morfométrico de
caracteres morfo-anatdmicos mediante diagramas de caja, pruebas de t de Student y un
analisis de componentes principales (PCA). Adicionalmente, se realizd un analisis
cladistico empleando marcadores moleculares (secuencias de ADN nuclear ribosomal de
los ITS y de los genes de cloroplasto psaA y psbA) para comprobar si existen diferencias
genéticas que apoyen o rechacen las pruebas morfométricas. El estudio morfométrico
indica que los morfos de Padina gymnospora son indistinguibles y el nimero de capas de
células en la region basal no es un criterio valido para separarlos. En los genes analizados
no existen diferencias que permitan separar los morfos de Padina gymnospora como
entidades distintas. Sin embargo, se encontraron diferencias genéticas que apuntan a la

diferenciacion geogréafica entre poblaciones.

Palabras clave: Padina gymnospora; morfometria; analisis de componentes principales;

andlisis cladisticos; ITS; psaA; psbA.
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1. INTRODUCCION

Padina Adanson (Dictyotaceae) es un genero de algas pardas que se distribuye en los mares
tropicales y subtropicales de todo el mundo (Van den Hoek, 1995). Los talos se
caracterizan por su forma de abanico y el margen de crecimiento enrollado, protegiendo el
meristemo marginal. Algunas especies de este género presentan depositacion de carbonato
de calcio sobre uno o ambos lados de la ldmina. Las estructuras reproductivas por lo
general se desarrollan entre bandas de pelos conspicuos en forma de hileras concéntricas.
La mayoria de las especies son dioicas aunque en Padina pavonica la expresion sexual
puede ser influenciada por la profundidad del agua y la estacién del afio (Bold, 1985).

Este género comprende 32 especies, de las cuales Padina boergesenii Allender et Kraft, P.
gymnospora (Kitzing) Sonder, P. haitiensis Thivy, P. pavonica (Linnaeus) Thivy, P.
perindusiata Thivy y P. sanctae-crucis Bgrgesen han sido reportadas para las costas

mexicanas del Golfo de México y el Mar Caribe (Dreckmann, 1998; Ortega et al., 2001).

Padina gymnospora (Kitzing) Sonder se reconoce por los talos de 4 a 16 cm de largo color
marrén. Hacia la region apical (enseguida del margen enrollado) tiene 3 capas de células,
en la region media 4 a 6 y en la region basal, por encima del estipite, 6 a 8 capas. Los
esporangios se encuentran agrupados en soros sin indusio, distribuidos concéntricamente en
filas entre las zonas de pelos. Los gametofitos son dioicos. Los oogonios presentan indusio
y se distribuyen irregularmente en ambas superficies del talo. Los soros anteridiales estan
cubiertos por un indusio y se disponen irregularmente en ambas superficies del talo (Taylor,
1960; Littler y Littler, 2000).

En particular, Padina gymnospora ha sido un taxon controversial ya que ha estado sujeto a
diversos cambios en su posicion taxondémica y confusiones en su identidad con respecto a
otras especies. Inicialmente fue descrita como Zonaria gymnospora Kiitzing con base en
material de St. Thomas en el Caribe (Kutzing, 1859). La combinacion Padina gymnospora
fue propuesta por Sonder en 1871 basandose en el material de Kuitzing, pero se ha
empleado Padina vikersiae Hoyt (Howe, 1920) para nombrar a los individuos del Caribe

(e.g. Taylor, 1960). Allender y Kraft (1983), al examinar el ejemplar tipo de Kiitzing
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(1859), la encontraron indistinguible de P. vikersiae, relegando este Gltimo nombre como

sindnimo de Padina gymnospora (Kdtzing) Sonder.

Nunes y Paula (2000) observaron que los especimenes de Padina gymnospora colectados
en las costas de Brasil poseian seis capas de células en la regién basal, en contraste con las
nueve del ejemplar ilustrado por Kitzing (1859) por lo que se refirieron a ese material

como Padina aff. gymnospora.

En estudios preliminares se ha notado que en la costa Atlantica de Mexico existen
individuos de Padina gymnospora que presentan seis capas en la region basal y otros que
presentan ocho 0 mas, siendo méas abundantes los primeros (A. Avila-Ortiz, com pers.).
Esta caracteristica se mantiene en la fase reproductiva y no se relaciona con el tamafio del
talo. Garcia (2007) encontro ademas diferencias morfométricas en el tamafio de las células
medulares y corticales de la zona basal del talo entre el “morfo” de seis y el de ocho 0 méas

capas, lo que sugiere la separacion de los dos como especies distintas.

El presente estudio pretende establecer si las diferencias morfo-anadtomicas observadas en
ambos morfos de Padina gymnospora justifican su separacion como especies analizando un
grupo mayor de caracteres anatomicos mediante pruebas de t de Student para cada caracter
y un analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) para todas las
variables. Adicionalmente, se emplearon marcadores moleculares (secuencias de ADN)
para comprobar si existen diferencias genéticas que apoyen o rechacen las pruebas
morfométricas. Para los fines de este trabajo, se considerarda como Padina gymnospora a
los individuos con ocho 6 maés capas de células en la region basal y P. aff. gymnospora a

los que presentan seis.
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Il. MARCO TEORICO

La morfometria permite analizar, de manera cuantitativa, los caracteres que definen al
individuo, aplicando métodos estadisticos. La prueba de t de Student es un método sencillo
para comparar dos medias muestrales y construir un intervalo de confianza entre las medias
de dos poblaciones (Marques dos Santos, 2004; Zar, 1999). El analisis de componentes
principales (PCA) es un método de estadistica multivariada para reducir informacién
generando variables compuestas que explican el méximo posible de varianza. Las graficas
de PCA pueden descubrir elementos extraordinarios o la formacién de grupos, por lo que
proveen una herramienta para el anélisis de agrupamiento (identificacion de subgrupos de

elementos que poseen perfiles multivariados similares; Hamilton, 1992).

Los estudios basados en la informacion molecular (secuencias de nucle6tidos) en las
Phaeophyceae han ayudado a estudiar la filogenia del grupo. El uso de la regién del ADN
ribosomal nuclear de los Espaciadores Internos Trascritos (ITS) se ha considerado
adecuado para la separacion de géneros y especies en las algas (Graham y Wilcox, 2000;
Serréo et al., 1999). Del mismo modo, los genes de cloroplasto de la apoproteina Al del
fotosistema |1 P700 (psaA) y de la proteina D1 del fotosistema Il P680 (psbA) se han
empleado en el estudio de especies y variedades dentro de las Dictyotales (Hwang, et al.
2005). Por lo anterior, se eligieron dichas regiones de ADN en este estudio.
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I11. ANTECEDENES
I11.1 Analisis morfométricos en algas pardas

Los caracteres morfo-anatomicos han sido empleados durante mucho tiempo en la
determinacion y el analisis filogenético de las especies (Judd, 2002). Actualmente, el
analisis morfométrico de caracteres morfo-anatdomicos se ha empleado en conjunto con
técnicas de sisteméatica molecular para resolver conflictos entre especies. Entre algunos
ejemplos de estos trabajos en las algas pardas se encuentran los trabajos realizados por
Silva et al. (2004), que analizaron la correlacion geogréfica entre la variacion morfoldgica
y molecular de Silvetia compressa (Fucaceae), Wong et al. (2004) que analizaron caracteres
morfolégicos con un PCA y técnicas moleculares (RAPDS) para diferenciar a Sargassum
bacularia de S. polycystum (Fucaceae) y Hwang et al. (2005) que estudiaron el
polimorfismo en Dictyota dichotoma (Dictyotaceae) de Corea, apoyando la morfometria

con pruebas de entrecruzamiento, ciclos de vida y secuencias de ADN.

En México, los estudios ficoldgicos basados en datos morfométricos para la comparacion y
delimitacién taxondmica son escasos. La mayoria de los trabajos se limitan a listados
ficofloristicos (Huerta, 1961; Huerta y Garza, 1964; Humm y Hildebrand, 1962; Mendoza
et al., 1985; Ramirez, 1975; Dreckmann, 1998; Ortega et al., 2001). A pesar de existir
descripciones de especies que incorporan medidas de las estructuras fértiles y vegetativas
(e.g. Taylor, 1960; Littler y Littler, 2000), no incluyen un anélisis estadistico que apoyen

los limites interespecificos.

El unico estudio morfométrico de Padina de la costa Atlantica de México es el de Garcia
(2007), que analiza las relaciones morfométricas entre P. antillarum, P. boergesenii, P.
gymnospora y P. sanctae-crucis, notando la existencia de dos morfos de Padina
gymnospora, uno que presenta seis capas de células en la zona basal y otro con ocho 0 mas

capas.
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I11.2 Sistematica molecular en algas pardas

Los estudios basados en secuencias de ADN en las Phaeophyceae se han incrementado
ultimamente y han ayudado a elucidar la evolucion del grupo (Lee y Bae. 2002). Algunos
trabajos son los realizados por Draisma et al. (2001), que emplean el gen de cloroplasto
rbcL y los genes ribosomales nucleares 18S y 26S para establecer las relaciones
filogenéticas en la clase Phaeophyceae. Otro ejemplo es el estudio realizado por Lee y Bae
(2002), empleando el gen 18S y parte del gen rbcL para establecer las relaciones entre
géneros de la familia Dictyotaceae. Recientemente, Bittner et al. (2008) estudiaron la
filogenia del orden Dictyotales y su posicion dentro de las Phaeophyceae con secuencias
nucleares, de plastidos y mitocondriales, apoyando la monofilia de varios géneros incluido

entre ellos Padina.

En general, los genes rbclL, 18S y 26S han sido empleados para analizar las relaciones
filogenéticas en niveles supragenéricos. Esto se debe a que poseen una tasa de variacion
menor en comparacion con otras regiones y son poco adecuados para analizar las relaciones
filogenéticas a nivel de especie. La region ITS del ADN ribosomal nuclear ha sido
considerada adecuada para el analisis entre especies y géneros de algas (Graham y Wilcox,
2000: Serrdo et al., 1999). Los genes del cloroplasto psaA y psbA se han empleado también

en el estudio de especies (Hwang et al., 2005).
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Padina gymnospora (Kutzing) Sonder presenta problemas en su delimitacion como especie
como consecuencia de su compleja historia taxonomica y la variabilidad interna de sus
caracteres estructurales. Los estudios preeliminares en la costa Atlantica de México indican
la existencia de dos morfos de P. gymnospora. En este estudio se efectdan un analisis
morfométrico y un andlisis cladistico de secuencias de ADN con la finalidad de poner a
prueba si dichos morfos pueden reconocerse a partir de un nimero mayor de caracteres de

los que han sido analizados anteriormente.
V. HIPOTESIS

El estudio morfométrico y genético-molecular permitira establecer que los dos morfos son

entidades distintas.

VI. OBJETIVOS

V1.1 General

Establecer si existen diferencias morfoldgicas y genéticas constantes entre Padina

gymnospora y P. aff. gymnospora en la costa Atlantica Mexicana .

V1.2 Particulares

1) Analizar estadisticamente los caracteres morfométricos entre Padina aff. gymnospora y
P. gymnospora mediante diagramas de caja, pruebas de t de Student y un Analisis de

Componentes Principales.

2) Analizar la variacion existente en varios marcadores moleculares (secuencias de

nucleotidos) de ADN nuclear y de cloroplasto mediante un analisis cladistico.
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VII. MATERIALES Y METODOS

VII.1 Material ficologico

Se empled material recolectado ex profeso para este estudio y ejemplares previamente
recolectados y depositados en el herbario FEZA de 13 localidades del Golfo de México y
Mar Caribe. (Figura 1).

Punta
o San Crisanto
Golfo de México /_i/‘ Esmeralda
: Yucatan
Punta Delgada®

> Playa Mufiecos Playa Bonita ) N

Villarica Punta

Alayateraior 5&1b|:;1ur1r::tajl = Q.R Piedra
~ Penachode Indio Y .Roo

Puerto Real

/J%r/r:
Mahahual

~

Mar Caribe

1] 100

Kildmetros

Figura 1. Mapa de las localidades empleadas en el estudio. * Los individuos de estos
sitios no fueron utilizados en el analisis molecular.

En campo, a cada ejemplar se le cortd una porcion de la parte apical que fue lavada con
agua de mar limpia y un cepillo de cerdas suaves para la eliminaciéon de sedimentos y
posibles epifitas. Posteriormente, se le enjuagd con agua destilada y se le depositd en una
bolsa con silica gel para su deshidratacion. El ejemplar de respaldo fue prensado y

depositado en el herbario FEZA.
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VII.2 Analisis morfométrico

Se emplearon de uno a cinco individuos de cada morfo por localidad (Tabla 1) sumando en
total 33 individuos de P. aff. gymnospora y 31 de P. gymnospora. A los ejemplares
revisados se les realizaron cortes longitudinales que fueron montados en preparaciones
semipermanentes y se midieron los siguientes caracteres con ayuda de un microscopio
estereoscopico y un microscopio compuesto de campo claro: largo y didmetro de las células
corticales y medulares de la zona apical, media y basal de la ldmina, grosor en la zona
media y basal (Figura 2). A pesar de que se consideraron Unicamente ejemplares fértiles
para asegurar su completo desarrollo, se decidio excluir caracteres reproductivos debido a
que algunos ejemplares se encontraban en la fase inicial o final de su etapa reproductiva o

en diferentes fases del ciclo de vida.

Las caracteres medidos fueron analizadas por métodos exploratorios (Salgado-Ugarte,
1992). Para la comparacion de los morfos se efectuaron para cada cardcter diagramas de
caja y pruebas de t de Student (Marques dos Santos, 2004; Zar, 1999), a excepcion del
namero de capas en la zona media y basal debido que la separacion a priori de los morfos
se baso en estos caracteres. También, se hizo un PCA con los 21 caracteres medidos para
mostrar de manera grafica la variabilidad entre el total de individuos y la posible separacion
de grupos en nubes de puntos (Hamilton, 1992) con el programa estadistico Stata® version

9.1.

Tabla 1. Ejemplares empleados en el analisis
morfométrico.

P. aff. gymnospora Localidad Ejemplar de respaldo depositados en FEZA
Veracruz Punta Delgada FEZAT770
GARCIA 17
GARCIA 20
Mufiecos FEZA 840
SER254
SER257
GARCIA18
GARCIA30
Villa Rica FEZA 775
FEZA 776
Ver-04-33 bis
Doc-05-01 bis
Doc-05-02 bis
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Tabla 1. Continuacion

P. aff. gymnospora

Localidad

Ejemplar de respaldo depositados en FEZA

Paraiso

42 SDM VI

Penacho de Indio

FEZA 829

Campeche

Puerto Real

SDMCOR13
FEZA 824
SERS87
SDMCOR14

Sabancuy

FEZA 837

Playa Bonita

FEZA 839

Yucatan

San Crisanto

FEZA 838
FEZA 826

Quintana Roo

Punta Esmeralda

SDMCORS51
FEZA 835
SER103
SER102
FEZA 830

Punta Piedra

FEZA 842
SER164

Mahahual

SDMCOR63
SER187
FEZA 834
SER55

P. gymnospora

Veracruz

Punta Delgada

FEZA 771
GARCIA27
GARCIA 28

Mufiecos

FEZA 841
GARCIA 12
GARCIA 13
SER259
SER261A

Villa Rica

FEZA 774
FEZA 772
FEZA 735 B
FEZA 735 A
FEZA 773

Paraiso

GARCIA 29

Penacho de Indio

GARCIA 8

Campeche

Puerto Real

SDMCOR17
FEZA 836
SER212
SER214

Sabancuy

SDMCOR50
FEZA 843

Punta Xen

FEZA 736

Yucatén

Punta Esmeralda

FEZA 831
SER105
FEZA 828
SERO06
SER11

Quintana Roo

Punta Piedra

FEZA 832
SER167

Mahahual

SER188
FEZA 833
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Figura 2. Caracteres morfo-anatomicos de Padina aff. gymnospora (a, ¢ y ¢) y P. gymnospora (b, d y f).
a) Habito del talo y zonas de la lamina; b) zona apical de la lamina; c,d) zona media; e,f) zona basal.
Abreviaturas: za, zona apical; zm, zona media; zb zona basal; pf, pelos feoficeos; ca, célula apical; cci,
células corticales internas; cce, células corticales externas; cmed, células medulares; ri, rizoides.
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VII.3 Analisis molecular

Para el analisis molecular se emplearon ejemplares de herbario y en silica gel con un total
de 11 individuos de Padina gymnospora y 12 de P. aff. gymnospora pertenecientes a 11
localidades del Atlantico mexicano. Para complementar los andlisis cladisticos se utilizaron
ejemplares de P. antillarum, P. pavonica, P. boergesenii del Golfo de México y P. durvillei
de la costa del Pacifico mexicano y se incluyeron secuencias de P. arborescens, P. crassa,
P. pavonica y otros géneros de Dictyotaceae disponibles en GenBank sumando en total 44
individuos (Tabla 2).

VII.3.1 Extraccion de ADN

El ADN total fue extraido con el método del CTAB (Doyle y Doyle, 1987) modificado por
la adicion de 2% de PVP. Antes de iniciar la extraccion, se afiadié al tampon 0.4% de 2-
mercaptoetanol y se precalentd a 65°C. Se colocd un fragmento del talo en un mortero
esterilizado. En seguida se agregd suficiente nitrdgeno liquido para permitir el
congelamiento completo de la muestra. Inmediatamente después de que el nitrogeno se
evapor6 por completo, la muestra se triturd hasta producir un polvo fino. Con una espatula
limpia se transfirid una pequena cantidad a un tubo Eppendorf de 1.5 mL (lo suficiente para
llenar 3-4 mm del fondo del tubo) y se agregé 500 pL. del tampon de CTAB caliente. Se
homogenizé la mezcla del tubo usando un minipistilo esterilizado y se le incubd a 65°C
durante 30 min. Se realizo la extraccion con 500 puL de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1), dejando escapar el gas y mezclando varias veces con suavidad dejando reposar
durante 30 min. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 9,000 RPM durante 10

min y se transfirié la fase acuosa a un tubo Eppendorf de 1.5 mL limpio y etiquetado.

El ADN fue precipitado con 350 uL de isopropanol a -20°C, invirtiendo suavemente el tubo
varias veces hasta observar la precipitacion como un enturbiamiento de la mezcla extracto-
alcohol. Se dejaron reposar los extractos a -20°C por lo menos durante una hora; en caso de
muestras de herbario se prolongo el tiempo hasta dos dias para incrementar la precipitacion.
Posteriormente se centrifugaron las muestras a 13,000 RPM durante 5 min y se descarto el

liquido.
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Tabla 2. Especies utilizadas en el analisis cladistico.

Especie Ejemplar de Numero Acceso GenBank Localidad
respaldo psaA psbA
Secuencias procesadas en este estudio

Padina gymnospora 1 FEZA 841 Pendiente Pendiente México, Veracruz: Playa
Mutfiecos.

Padina aff. gymnospora 2 FEZA 840 Pendiente Pendiente Meéxico, Veracruz: Playa
Muiiecos.

Padina gymnospora 3 FEZA 735A Pendiente Pendiente México, Veracruz: Villa
Rica.

Padina aff. gymnospora 4 FEZA 776 Pendiente Pendiente México, Veracruz: Villa
Rica.

Padina gymnospora 5 FEZA 773 Pendiente Pendiente México, Veracruz: Villa
Rica.

Padina gymnospora 6 FEZA 774 Pendiente Pendiente México, Veracruz: Villa
Rica.

Padina aff. gymnospora 7 FEZA 829 Pendiente Pendiente México, Veracruz:
Penacho de Indio.

Padina aff. gymnospora 8 FEZA 824 Pendiente Pendiente México, Campeche:
Puerto Real.

Padina gymnospora 9 FEZA 836 Pendiente Pendiente Meéxico, Campeche:
Puerto Real.

Padina aff. gymnospora 10 FEZA 837 Pendiente Pendiente México, Campeche:
Sabancuy.

Padina gymnospora 11 FEZA 843 Pendiente Pendiente Meéxico, Campeche:
Sabancuy.

Padina gymnospora 12 FEZA 736 Pendiente Pendiente México, Campeche:
Punta Xen.

Padina aff. gymnospora 13 FEZA 839 Pendiente Pendiente México, Campeche:
Playa Bonita.

Padina aff. gymnospora 14 FEZA 838 Pendiente Pendiente México, Yucatan: San
Crisanto.

Padina aff. gymnospora 15 FEZA 835 Pendiente Pendiente México, Qintana Roo:
Punta Esmeralda.

Padina aff. gymnospora 16 FEZA 830 Pendiente Pendiente México, Qintana Roo:
Punta Esmeralda.

Padina gymnospora 17 FEZA 831 Pendiente Pendiente México, Qintana Roo:
Punta Esmeralda.

Padina gymnospora 18 FEZA 828 Pendiente Pendiente México, Qintana Roo:
Punta Esmeralda.

Padina aff. gymnospora 19 FEZA 842 Pendiente Pendiente Meéxico, Qintana Roo:
Punta Piedra.

Padina gymnospora 20 FEZA 832 Pendiente Pendiente México, Qintana Roo:
Punta Piedra.

Padina aff. gymnospora 21 FEZA 834 Pendiente Pendiente México, Qintana Roo:
Mahahual.
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Tabla 2. Continuacion.

Padina gymnospora 22 FEZA 833 Pendiente Pendiente México, Qintana Roo:
Mahahual.

Padina pavonica 23 FEZA 827 Pendiente Pendiente Meéxico, Campeche:
Sabancuy.

Padina aff. gymnospora 24 FEZA 826 Pendiente Pendiente México, Yucatan: San
Crisanto.

Padina antillarum 25 FEZA 758 Pendiente Pendiente México, Campeche:
Sabancuy.

Padina antillarum 26 FEZA 825 Pendiente Pendiente Meéxico, Campeche:
Puerto Real.

Padina boergesenii 27 Pad 1 31-03-06  Pendiente Pendiente México, Veracruz Villa

(FEZA) Rica.

Padina antillarum 28 FEZA 708 Pendiente Pendiente Meéxico, Campeche:
Sabancuy.

Padina durvillei 29 FEZA 98 Pendiente Pendiente México, Michoacan: Las

Pefias.

Secuencias descargadas de GenBank

Dictyota dichotoma IK1 AY422577 AY422615 Corea del Sur: Anin.

Dictyota dichotoma var IK14 AY422593 AY422631 Corea del Sur: Gyokpo.

linnearis

Zonaria crenata SAL 19 DQ866970 DQ866955 Australia: Nora Creina
Bay.

Zonaria desinguiana CNOK DI002 AY372958 AY528843 Japan: Ishigaki Island,
Okinawa.

Dictyopteris divaricata K44 AY422600 AY422638 Corea del Sur: Anin.

Dictyopteris prolifera IK50N AY528444 AY528440 Corea del Sur: Hachuja.

Spatoglossum crassum WIil16 AY430314 AY430355 Corea del Sur: Anin.

Dilophus okamurae IK40 AY422597 AY422635 Corea del Sur:
Daebyoungmaedo.

Lobophora sp. TAHL20 DQ866963 DQ866942 Taiwan: Kaisung,
Wanlitung, Kenting.

Lobophora variegata SAL36 DQ866958 DQ866944 Australia: Sea View.

Padina japonica IK71 AY430319 AY430360 Corea del Sur: Gyokpo.

Padina crassa 1 KL4 AY422605 AY422643 Japon: Isla Ishigaki.

Padina crassa 2 IK70 AY430318 AY430359 Corea del Sur: Seongsan.

Padina crassa 3 IK66 AY430317 AY430358 Corea del Sur:
Guryoungpo.

Padina arborescens IK65 AY430316 AY430357 Corea del Sur: Jukbyun.
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Se lavo el ADN con 500 pL de etanol al 70%, centrifugando las muestras nuevamente a
13,000 RPM durante 3 min y se desecho el liquido cuidando de no perder el precipitado.
Los extractos fueron secados en una centrifuga de vacid durante 4 min a temperatura
ambiente. Ya seco el precipitado, fue resuspendido en 50 uLL de tampon Tris bajo en EDTA
y se les mantuvo a -20°C. Se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con

bromuro de etidio para verificar la presencia de ADN (Figura 3).

Figura 3. Ejemplo de una electroforesis en gel de agarosa de ADN total extraido de Padina.
Las bandas superiores indican ADN de alto peso molecular, las manchas brillantes inferiores
corresponden a ARN, la “barrida” entre ellas a ADN fragmentado.

VIIL.3.2 Amplificacion y secuenciacion de regiones de ADN

La amplificacion de las regiones de ADN de interés se efectué por medio de reacciones en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), usando el “Taq PCR Core Kit”
(Qiagen). La mezcla de reactivos fue preparada segun las instrucciones del fabricante pero
con la adiciéon de BSA y DMSO en el caso de la region de los ITS, y BSA para los genes
psaA y psbA. En los ITS se realizo la amplificacion empleando diferentes combinaciones de
primers: ITS5+ITS4, ITS5+26SE, 17SE+ITS4 y 17SE+26SE (Tabla 3). El gen psaA se
amplifico en dos partes utilizando los primers psaAl30F+psaA970R vy
psaA870F+psaA1760R (Tabla 3). Para el gen psbA se emplearon los primers psbAF1 y
psbARI1 (Tabla 4). Las condiciones de PCR se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 3. Primers empleados en el estudio.

Gen o Nombre del Secuencia Direccion ~ Referencia

region “Primer”

ITS ITSS GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG 5°-3 White et al.
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3-5 %i?t(::) et al.
17SE ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTGC  5°-3° (81191190) et al
26SE TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC  3’-5° (Slu91194) et al

psaA psaA130F AACWACWACTTGGATTTGGAA 5-3 2{122;‘ : et al
psaA970R GCYTCTARAATYTCTTTCA 3-5 gggﬁ) et al
psaA870F GGNGGWYTATGGTTAAGTGA 5°-3 g?(?(())ﬁ : et al.
psaA1760R CCTCTWCCWGGWCCATCRCAWGG 3’-5 gggﬁ) et al.

psbA psbAF1 ATGACTGCTACTTTAGAAAGACG 57-3 g?(())(())r? et al.
psbAR1 GCTAAATCTARWGGGAAGTTGTG 3-5 %?(())(())j : et al.
(2002)

Tabla 4. Programas de PCR utilizados en la amplificacion de la region ITS y los genes psaA y psbA.

Temperatura/Tiempo
ITS psaA y psbA
Pre-desnaturalizacion 94°C/2 min. 94°C/4 min.
Desnaturalizacion 94°C/1 min. 94°C/1 min.
Re-naturalizacion 52°C/1 min. 28 ciclos 45°C/1 min. 28 ciclos
Extension 72°C/1 min. 72°C/1 min.
Extension final 72°C/7 min. 72°C/7 min.

Para confirmar la amplificacion de ADN, se llevaron a cabo electroforesis en gel de agarosa

al 1% tefiidos con bromuro de etidio. Posteriormente, los productos de PCR fueron

purificados con el “QIAquick PCR purification kit” (Qiagen) segun las instrucciones de

fabrica.

VII1.3.3 Secuenciacion

Las reacciones de secuenciacion ciclica (“cycle sequencing”) de ADN se efectuaron con el

“Big Dye Terminator” version 3.1 de Applied Biosystems y los mismos primers empleados

en la amplificacion. Los productos para secuenciacion fueron purificados con columnas
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CENTRI-SEP (Princeton Separations) bajo el protocolo del fabricante. Los productos
limpios fueron secados por centrifugacion al vacio a 60°C durante 20 min y secuenciados

en un secuenciador automatico de capilares 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
VIL.3.4 Alineamiento

Las secuencias de nucledtidos fueron editadas con el programa Sequencher 4.8 (Gene
Codes) y alineadas visualmente. Posteriormente, las secuencias de los genes de cloroplasto
psaA y psbA fueron traducidas a aminoacidos con el programa MacClade version 4

(Maddison y Maddison, 2001).
VIL.3.5 Analisis cladisticos

Las matrices de secuencias de nucledtidos (ITS, psaA y psbA) fueron analizadas por
separado y adicionalmente las de genes de cloroplasto (psaA y psbA) también de manera
conjunta. Se hicieron analisis cladisticos bajo el criterio de parsimonia con el programa
PAUP* version 4.02 para Macintosh (Swofford, 2003). Los analisis consistieron en
busquedas heuristicas con 1000 réplicas de adicion aleatoria de terminales guardando todos
los arboles mas parsimoniosos. El intercambio de ramas se realizdé por medio de la opcidén
“TBR” (Tree Bisection-Reconnection”) Todos los caracteres fueron considerados como no
ordenados y de igual peso. El apoyo interno de los clados se evalué mediante un analisis de
bootstrap (Felsenstein, 1985), efectuando 300 repeticiones cada una de 20 replicas de
secuencias de adicion de terminales al azar y TBR, salvando hasta 20 cladogramas mas
parsimoniosos por repeticion. Las matrices de secuencias de aminoacidos fueron analizadas
de manera separada y combinada con las mismas condiciones de busqueda heuristica y

bootstrap.
VII.3.6 Pruebas de saturacion

Debido a que la saturacion de las bases en la tercera posicion de coddn en genes que
codifican proteinas puede influir en la sefial filogenética (Page y Holmes, 1998), se
realizaron pruebas para detectar si las posiciones de codon de los genes psaA y psbA

muestran indicios de saturacion. Para cada posicion, se grafico la distancia genética
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observada, es decir, el nimero absoluto de diferencias entre las secuencias de nucledtidos
(eje y) y la distancia genética corregida (eje X) de acuerdo con un modelo de evolucion
molecular calculado individualmente para cada posicion de codon con MODELTEST 3.7
(Posada y Crandall, 1998). Para evaluar el aporte de informacion de cada posicion en los
genes psaA y psbA, se realizo una busqueda heuristica con cada posicion consistiendo de
1000 réplicas de adicion aleatoria de terminales al azar guardando inicamente los arboles

mas parsimoniosos, intercambio de ramas TBR, y caracteres no ordenados y de igual peso.
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Se calcularon la media y la desviacion estandar de cada caracter en cada morfo (Tabla 5).

Tabla 5. Medidas de las tres zonas del talo (). Media aritmética + desviacion estandar.

P. aff.
ZONA  CAPA  Caricter gymnospora - 9ymnospora
= (n=31)
(n=33)
Grosor de la lamina 31.79+6.33 31.58+5.85
ZONA Iﬁgngitud ((116 lla céllullas internas %zzgii %Z %2 igi;lz?
1ametro de la células internas 4544, 4543,
APICAL  CORTICAL Longitud de la células externas 22.24+7.47 20.25+3.43
Diametro de la células externas 16.86+5.04 14.96+2.98
Grosor de la lamina 124.04+18.84 135.83+23.75
Longitud de la células internas 41.65+12.07 38.45+11.14
Diametro de la células internas 21.32+3.78 21.10+4 .46
ZONA CORTICAL Longitud de la células externas 35.15+£8.82 34.87+7.83
MEDIA Diametro de la células externas 25.27+£3.03 24.27+4.09
Numero de células 3.84+0.48 4.23+0.86
MEDULAR Longitud de las células 71.26+10.90 68.284+8.39
Diametro de las células 19.36+4.02 20.06+4.15
Grosor de la lamina 160.56+30.00 202.06+36.77
Longitud de la células internas 40.68+12.61 40.52+10.61
Diametro de la células internas 23.01+4.76 22.78+4.53
ZONA CORTICAL Longitud de la células externas 37.15+6.71 36.48+7.78
BASAL Diametro de la células externas 25.03+3.34 27.07+£5.26
Numero de células 4.00+0.00 6.42+1.15
MEDULAR Longitud de las células 78.36+15.96 77.53+£14.52
Diametro de las células 24.67+5.46 21.49+£3.98

VIIIL.1.1 Diagramas de caja y pruebas de t de Student

Longitud de las células corticales. Unicamente se obtuvieron diferencias significativas

entre los morfos en la longitud de las células apicales externas con las pruebas de t de

Student (Anexo 1.A). Las demds células corticales (a excepcion del caso antes

mencionado), no presentaron una separacion clara entre morfos (Figura 4).
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Figura 4. Comparacion de la longitud de las células corticales entre
individuos de Padina gymnospora (n=33) y P aff. gymnospora (n=31).

Diametro de las células corticales. El didametro de las células corticales externas e internas
en las tres zonas de la ldmina fue similar en ambos morfos (Figura 5). Las pruebas de t de

Student indican que solamente existen diferencias significativas en las células corticales

externas de la zona apical y basal (Anexo 1. By C).
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Figura 5. Comparacion del diametro de las células corticales entre individuos
de Padina gymnospora (n= 33) y P aff. gymnospora (n=31).
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Longitud de las células medulares. La longitud de las células medulares en la zona media y

basal es practicamente idéntica en ambos morfos (Figura 6). Las pruebas de t de Student

confirman que no existen diferencias significativas.

120 140
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80

89 J;

Padina gymnospora Padina aff. gymnospora

[ zonamedia [ Zona basal

Figura 6. Comparacion de la
longitud de las células medulares
de la region media y basal entre
individuos de Padina gymnospora
(n= 33) y P aff. gymnospora
(n=31).

Diametro de las células medulares. El diametro de las células medulares en la zona media

no mostrd diferencias entre los morfos (Figura 7). Sin embargo, para la zona basal, el

diametro de las células medulares presentd diferencias significativas bajo la prueba de t de

Student con varianzas desiguales (Anexo 1.D).
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Figura 7. Comparacion del
didmetro de las células
medulares de la region media
y basal entre individuos de
Padina gymnospora (n= 33) y
P aff. gymnospora (n=31).
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Grosor de la lamina. El grosor de la lamina en la region apical no presentd variacion entre
los morfos (Figura 8A). Sin embargo, el grosor de la region media y basal presentaron
diferencias significativas que se confirmaron con pruebas de t de Student (Figura 8B;

Anexo 1. Ey F).
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Figura 8. Comparacion del grosor en las tres zonas de la lamina
entre individuos de Padina gymnospora (n= 33) y P aff.
gymnospora (n=31).
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VIII.1.2 Anélisis de componentes principales

En el grafico de PCA (Figura 9) la nube de puntos mostré que no existe una separacion
entre los morfos. La varianza acumulada de los dos primeros componentes es igual a
29.75% del total, 15.38% para el primer componente y 14.37% para el segundo. Un
porcentaje mayor a 80% de varianza se encuentra hasta el décimo componente (Anexo 2).

Las cargas de los componentes se muestran en la Tabla 6.
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Componente 1
Figura 9. Grafico de PCA. El primer componente corresponde al eje X y el
segundo componente al eje y. 1, Padina gymnospora; 2. P. aff. gymnopora.

Tabla 6. Cargas de los componentes.

ZONA CAPA Caracter Componente 1 Componente 2
Grosor de la lamina 0.0255 0.3364
ZONA Longitud de la células internas 0.1683 0.3636
Diametro de la células internas 0.0806 0.2651
APICAL CORTICAL Longitud de la células externas 0.2101 0.3663
Diametro de la células externas 0.0845 0.3901
Grosor de la lamina -0.0632 -0.0722
Longitud de la células internas 0.3671 0.063
Diametro de la células internas 0.1545 -0.1047
ZONA CORTICAL Longitud de la células externas 0.3515 0.0774
MEDIA Didmetro de la células externas 0.1344 -0.0589
Numero de células -0.2093 0.0037
MEDULAR  Longitud de las células 0.1338 0.168
Diametro de las células 0.0566 -0.0231
Grosor de la lamina 0.243 -0.3529
Longitud de la células internas 0.2925 -0.1032
Diametro de la células internas 0.1901 -0.1657
ZONA CORTICAL Longitud de la células externas 0.2879 -0.1176
BASAL Diametro de la células externas 0.1388 -0.3152
Numero de células -0.0261 -0.2403
MEDULAR Longitud de las células 0.343 -0.0754
Diametro de las células 0.3781 -0.0203
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VIII.2 Anélisis molecular
VIIIL.2.1 Amplificacion y secuenciacion de las regiones de ADN

Amplificacion de ITS. De las combinaciones de primers empleadas para la region de los
ITS, se logré amplificacion con ITS5+ITS4 e ITS5+26SE (Figura 10). Los productos de
PCR obtenidos fueron secuenciados. Sin embargo, los productos de la amplificacion con
los primers ITS5+ITS4 resultaron en secuencias incompletas y las secuencias de aquellos
amplificados con ITS5+26SE mostraron numerosas bases dobles en muchas posiciones, lo
que sugiere la presencia de copias pardlogas. Debido a que la resolucion de este problema
requeriria de clonar y secuenciar muchas secuencias y los recursos y el tiempo disponibles
para este proyecto no lo permitia, se decidié no continuar con la secuenciacion de esta

region.

Figura 10. Gel de evaluacion de la amplificacion de ITS con distintas combinaciones
de primers. 1: ITS5+ITS 4; 2: 17SE+26SE; 3: ITS5+ 26SE; 4: 17SE+ITS4; 5: control
negativo. Abreviaturas: ba, bandas de amplificacion; pd, bandas de primerdimer. En 1
se observa baja amplificacion y en 3 primerdimer.

Amplificacion de psaA y psbA. Se logrd la amplificacion de la segunda mitad del gen psaA
(longitud aproximada de 800 pares de bases, pb) con los primers psaA870 y psaA1760 y el
gen completo de psbA (900 pb aproximadamente). El gel de evaluacion de la amplificacion
de los genes psaA y psbA muestra bandas fuertes que indican una amplificacion eficiente

(Figura 11).
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Figura 11. Gel de evaluacion de la amplificacion de
psaA (a) y psbA (b).

VIII.2.2 Analisis cladisticos de secuencias de nucleotidos

La matriz de psaA consistié de 837 caracteres de los cuales 276 fueron variables y 226
informativos para la parsimonia. EIl andlisis heuristico encontré 2 4arboles mas
parsimoniosos con una longitud de 837 pasos, indice de consistencia (IC) de 0.54 e indice
de retencion (IR) de 0.73 (Tabla 7). El consenso estricto de los dos cladogramas se muestra
en la Figura 12. La monofilia del género Padina obtuvo fuerte apoyo del bootstrap
(porcentaje de bootstrap [PB] 96). El género incluye un clado formado por P. pavonica, P.
antillarum P. boergesenii, P. japonica y la secuencia de P. crassa 1 (PB 81). Este clado es
hermano de un grupo que incluye sucesivamente a P. durvillei/P. arborescens (PB 99), P.
crassa 2/P. crassa 3 (PB 100) y un clado fuertemente apoyado (PB 90) que incluye a todas
las muestras de Padina gymnospora y P. aff. gymnospora. Dentro de este Gltimo, todas las
muestras procedentes de Veracruz excepto P. aff. gymnospora Penacho 7, forman un grupo
fuertemente apoyado (clado 1 en la Figura 12; PB 100). Por su parte, las muestras
provenientes de la Peninsula de Yucatan y P. aff. gymnospora Penacho 7 forman su grupo
hermano también fuertemente apoyado (clado 2; PB 100). Dentro de este grupo,
aproximadamente la mitad de las especies forman una politomia con un clado débilmente

apoyado (PB 60).
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La matriz de psbA consistio de 979 caracteres, 215 de los cuales fueron variables y 146
informativos para la parsimonia (Tabla 7). La busqueda heuristica encontré un solo arbol
mas parsimonioso con una longitud de 465 pasos, IC=0.54 ¢ IR=0.72 (Figura 13). Como en
el analisis de psaA, Padina es recuperado como monofilético (PB 100) y las relaciones al
interior del género son muy similares. Las dos diferencias principales corresponden a la
posicion de P. japonica, que en este caso es hermana del resto del género, y que todas las
muestras de la Peninsula de Yucatan y P. aff. gymnospora Penacho 7 (clado 2) forman un

clado moderadamente apoyado (PB 80) pero sin resolucion interna.

Las relaciones recuperadas por las secuencias de nucleotidos de psaA y psha son muy
similares y no se encontraron contradicciones entre ambos analisis apoyadas por el
bootstrap. La matriz combinada de ambos genes consistido de 1816 caracteres, 491 de ellos
variables y 372 informativos (Tabla 7). El anélisis encontr6 un solo arbol mas corto con una
longitud de 1311 pasos, IC=0.53 e IR=0.73 (Figura 14). Padina es monofilético (PB 100) y
sus relaciones internas son idénticas a las que se obtuvieron en el andlisis de psaA; en la
mayoria de los clados incluidos dentro de Padina el apoyo bootstrap es mayor que en los

analisis separados.

VII1.2.3 Anélisis cladisticos de secuencias de aminoacidos

La matriz de secuencias de aminoacidos de psaA consistié de 278 caracteres de los cuales
20 fueron variables y 18 informativos (Tabla 7). El andlisis encontré6 31 arboles mas
parsimoniosos con 49 pasos, IC=0.69 y IR=0.85. El consenso estricto se muestra en la
Figura 15. La monofilia de Padina obtuvo un apoyo bootstrap débil (PB 59). El género
consiste de dos clados, uno formado por P. pavonica, P. antillarum P. boergesenii, P.
japonica y P. crassa 1, y el otro por P. durvillei, P. arborescens, P. crassa 2, P. crassa 3,
P. gymnospora y P. aff. gymnospora. Ninguno de estos obtuvo PB>50. A diferencia de los
analisis de nucleotidos, P. durvillei, P. arborescens, P. crassa 2 y P. crassa 3 quedan

incluidas dentro del clado de P. gymnospora/P. aff. gymnospora.

La matriz de secuencias de aminoacidos de psbA estuvo conformada por 327 caracteres, 12

variables y 9 informativos (Tabla 7). La busqueda heuristica encontrd s6lo un arbol mas
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parsimonioso de 15 pasos, IC=0.80 ¢ IR=0.93 (Figura 16). La monofilia de Padina obtuvo
un apoyo débil (PB 68). Como en el analisis de aminoacidos de psaA, P. durvillei, P.
arborescens, P. crassa 2 y P. crassa 3 quedaron incluidas en un clado con P.

gymnospora/P. aff. gymnospora con un débil apoyo (PB 58).

La matriz combinada de la secuencias de aminoacidos de los genes psaA y psbA consistio
de 605 caracteres, 32 variables y 27 fueron informativos (Tabla 7). La busqueda heuristica
encontrd 3 arboles mds parsimoniosos de 65 pasos, IC=0.71 e IR=0.87 (Figura 17). La
monofilia de Padina se apoya moderadamente (PB 87). Las especies se separan en dos
clados, uno que incluye a P. durvillei, P. arborescens, P. crassal, P. crassa2, P.
gymnospora y P. aff. gymnospora (PB 68), y otro por P. pavonica, P. antillarum P.

boergesenii, P. japonicay P. crassa 1 (PB 57).

Tabla 7. Resumen de caracteristicas conjuntas de datos moleculares.

gen No. de No. de caracteres variables/ No.de No. Indice de Clados
caracteres informativos (proporcion arboles de Consistencia/ con
con respecto al total de mas pasos Indice de apoyo
caracteres) cortos Retencion >85%
Nucledtidos
psaA 837 276(32.97%)/226(27.00%) 2 837 0.54/0.73 11
psbA 979 215(21.96%)/146(14.91%) 1 465 0.54/0.72 9
psaA +pshA 1816 491(27.03%)/372(20.48%) 1 1311 0.53/0.73 11
Aminoacidos
psaA 278 20(7.19%)/18(6.47%) 31 49 0.69/ 0.85 2
psbA 327 12(3.66%)/9(2.75%) 1 15 0.80/0.93 -
psaA +pshA 605 32(5.28%)/27(4.46%) 3 65 0.71/0.87 3
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Figura 12. Consenso estricto de dos cladogramas mas parsimoniosos del anélisis de la
secuencia de nucledtidos de psaA (No. de pasos=837; 1C=0.54; IR=0.73). Los numeros
indican los valores bootstrap.
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Figura 13. Unico cladograma més parsimonioso del analisis de la secuencia de nucleétidos de
psbA (No. de pasos= 465; 1C=0.54; IR=0.72). Los nlimeros indican los valores bootstrap.
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Figura 14. Unico cladograma més parsimonioso del analisis combinado de las secuencias de
nucledtidos de psaA y pshA (No. de pasos=1311; IC=0.53; IR=0.73). Los nimeros indican los

valores bootstrap.
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Figura 15. Consenso estricto de 31 cladogramas mas parsimoniosos del analisis de las
secuencias de aminoacidos de psaA (No. de pasos=49; IC=0.70; IR=0.85). Los numeros
indican los valores bootstrap.

30 —



Estudio morfométrico y genético-molecular de Padina gymnospora (Kitzing) Sonder

Sergio Diaz Martinez

nqu1

55 1 P durdllei LazP enasz3
L p arborescens

P gymospora bunecos
prA P crazsad
F crassal
P aff gymnospora Snc rizanto 24
P gymnospora b ahahual 22
P aff gymnospora Mahahual21
P gymnospora PuntaPiedra2l
P atfgymnospora PuntaPiedral 9
P gymnospora PEsmeraldal 8
P gymnospora PEsmeraldal 7
58 P aff gymnospora PEsmeralda16
p aff gwnnospora PEsmeraldal 5
P aff gyinnospora Snc rizantol4
P aff gymnospora PlayaBonital3
B gvmnospora Puntaxend 2
P gymnospora Sabancuyd 1
P aff gymnospora Sabancuyl 0
P gymnospora PtoReald
P atfgymnospora PtoR eald
P aff gvinnospora Penacho?
68 P gymnospora Yillaricas
— P gwmnospora Villaricas
P aff gymnospora Yillaricad
P gymnospara Yillaricas
P aff gymnospora Munecos2
P pavonica Sabancuy23
P japonica
P crazsal
P antillarum Sabancuy2d
P boergesenii VillaR ica2?
P antillarum PioR eal26
P antillarum Sabancuy2s
62 T Zonaria diesingiana

aealleuoy

L Lobophora sp

Tonaria crenata

5 Lobophora variegata
Spatoglozsum crassum
76 Dictyopteris divaricata
Dictyopteris prolifera
Dilophus okamurae
Dictyota dichotoma

Dic dicho var linearis

aeajo0A101q

Género Padina

Figura 16. Unico cladograma més parsimonioso del andlisis de las secuencias de amino4cidos
de psbA (No. de pasos=15; IC=0.80; IR=0.93). Los ntimeros indican los valores bootstrap.

31T —



Estudio morfométrico y genético-molecular de Padina gymnospora (Kitzing) Sonder

Sergio Diaz Martinez

nqup

6 4 P durvillzi LasP enas29
. P arbaorescens
P crassal
pSG‘A P crassad
P gymospora Munecos1
y +——F gymnospora Yilaricab
prA +—— F gymnospora Yilaricas
—F aff gymnoszpora Yilaricad
P gymnospora Yilaricald
P aff gymnospora Munecos2
P aff gymnospora Penacho?
P aff gymnospora SnCrisanto24
P gymnospora Mahahual22
P aff gymnospora Mahahual21
P gymnospora PuntaPiedra20
68 P aff gymnospora PuntaPiedral 9
P gymnospora PEsmeraldal 8
P gymnospora PEsmeraldal 7
F aff gymnospora PEsmeraldal 6
p aff gywnnospora PE=m eraldals
P aff gymnospora SncCrisantol 4
P aff gymnospora PlayvaBonital 3
P gvmnospora PuntaXent 2
87 P gymnospora Sabancuyll
P aff gymnospora Sabancuy10
P gymnospora PtoReald
F aff gymnospora PtoR eals
P pavonica Sabancuy23
62 P antillatum Sabancuy2d
61 P antillarum PtoReal2s
P antillarum Sabancuy2s
57 82 —F boergesenii vilaRica27
P japonica
P crassal
75 Fonaria diesingiana
59 |_|:Lobophora )
Lonaria crenata
65 Lobophora variegata
Drictyopteris prolifera
99 Dictyopteris divaricata
Spatoglossum crassum
Dilophus okam urae
Dictyota dichotoma
Dic dicho var linearis

Iealleuoz

[
2e210A101(Q

Género Padina

Figura 17. Consenso estricto de 3 cladogramas mas parsimoniosos del analisis combinado de
las secuencias de aminoacidos de psaA y psbA (No. de pasos=65; 1C=0.71; IR=0.87). Los
numeros indican los valores bootstrap.
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VIII.2.4 Pruebas de saturacion de los genes e informacion generada por posicion de codon

Al graficar la distancia observada contra la distancia corregida aplicando el modelo de
evolucion molecular seleccionado previamente con MODELTEST para cada posicion de
codon del gen psaA, se encontré que en la primera posicion el incremento en la distancia
corregida es mayor que en la distancia observada (Figura 18), indicando saturacion al
desviarse de la linearidad. La segunda posicion no se encuentra saturada, presentando
correlacion lineal (Figura 19). Para la tercera posicion se observo inicios de saturacion al

desviarse ligeramente de la correlacion lineal (Figura 20).
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Al graficar la distancia observada contra la distancia corregida en cada posicion de codon
del gen psbA, se observéd que la primera y segunda posicion no se encuentran saturadas al
mostrar una correlacion lineal (Figura 21 y 22). Sin embargo, en la tercera posicion se

encontro inicios de saturacion al desviarse ligeramente de la correlacion lineal (Figura 23).
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A partir de la busqueda heuristica de cada posicion de codon en el gen psaA se obtuvo que

el mayor porcentaje de los caracteres informativos se encuentra en la tercera posicion

(Tabla 9). La busqueda en el gen psbA indico, al igual que con el gen anterior, que el mayor

porcentaje de informacion se encuentra en la tercera posicion de codon (Tabla 8).

Tabla 8. Datos obtenidos de la busqueda por posiciones de coddn en psaA y psbA.

Posicion de cédon No. de No de caracteres No. de No. de pasos indice de
caracteres variables/informativos arboles (normalizado con la Consistencia/ indice
(proporcién con respecto al mas segunda posicién de de Retencién
total de caracteres) cortos codon).
psaA posl 279 42(15.05%)/8(2.86%) 155 92(6.13) 0.5109/0.8043
psaA pos2 279 9(3.22%)/6(2.15%) 8 15(1.0) 0.8667/0.8889
psaA pos3 279 225(80.64%)/186(66.66%) 3 716(47.73) 0.5433/0.7313
psbA posl 327 17(5.19%)/11(3.36%) 7 19(6.33) 0.8947/0.9677
psbA pos2 326 3(0.92%)/2(0.61%) 6 3(1.0) 1.0000/1.0000
PsbA pos3 326 195(59.81%)/133(40.79%) 1 436(145.33) 0.5298/0.7121
psaA+psbA posl 606 59(9.73%)/45(7.42%) 5 117(6.15) 0.5470/0.8185
psaA+psbA pos2 605 12(1.98%)/8(1.32%) 21 19(1) 0.8421/0.8636
psaA+psbA pos3 605 420(69.42%)/319(52.72%) 2 1166(77.7) 0.5317/0.7170
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IX. DISCUSION
I1X.1 Morfometria

De los 19 caracteres analizados mediante los diagramas de caja y las pruebas de t de
Student, Gnicamente seis mostraron diferencias significativas entre los morfos; éstos son la
longitud y didmetro de las células corticales externas en el apice, el didmetro de las células
corticales externas en la zona basal, el diametro de las células medulares en la zona basal y
el grosor de la lamina en la zona media y basal. Se debe considerar que la diferencias
detectadas en el grosor de la lamina pueden ser consecuencia de la seleccidn no aleatoria de
los individuos debido a la separacion inicial de aquellos que presentan seis capas y los que
presentan ocho o mas, que fue el criterio empleado a priori para asignar un ejemplar a uno
u otro de los morfos. Por lo anterior, el nimero de capas celulares de la lamina fue excluido
en este analisis y ni el grosor ni el nimero de capas de células de la lamina aportan

informacion para decidir si los morfos constituyen realmente entidades diferentes.

El analisis de componentes principales (PCA) de los 21 caracteres (incluyendo el nimero
de capas de la lamina en la zona media y basal) mostré que no existe separacion entre los
morfos ya que la nube de puntos muestra continuidad y se descarta la existencia de dos
entidades distintas (Figura 9). Los dos primeros componentes acumulan unicamente el
29.75% de varianza. Es probable que la variacion de los caracteres sea minimay por ello no
se formen adecuadamente variables compuestas altamente correlacionadas y con un mayor

porcentaje de varianza acumulada.

En el analisis estadistico por t de Student la seleccién a priori de los individuos pudo
influenciar la variacion de los datos. Por lo anterior, las diferencias encontradas en algunos
de los caracteres no deben ser consideradas como los Unicos criterios para la separacion
entre los supuestos morfos. La ventaja del PCA sobre el andlisis estadistico anterior radica
en que cada individuo de los dos morfos recibe el mismo tratamiento sin influencia de la
separacion inicial de los datos, lo que otorga un punto de vista mas objetivo en la
interpretacion de los resultados. Considerando el PCA como la mejor prueba estadistica de

este estudio, los morfos de Padina gymnospora son indistintos.
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IX.2 Andlisis filogenéticos

IX.2.1 Hipotesis filogenéticas

Las topologias obtenidas del andlisis de nucledtidos del gen psaA y el gen psbA son muy
semejantes. El analisis combinado recuperoé los mismos clados principales con un apoyo en
general mayor que el observado en los analisis por separado. Debido a ello, aqui se
considera a la topologia resultante del analisis combinado de psaA y psbA como la mejor
hipétesis filogenética y se le empleard en lo subsecuente para discutir las relaciones entre

los morfos.

Este andlisis apoya fuertemente la monofilia de Padina, coincidiendo con los estudios
filogenéticos de por Lee y Bae (2002) y el estudio mas reciente de Bittner et al. (2008)
sobre las relaciones filogenéticas de las Dictyotales que muestran a Padina como un clado

diferenciado dentro de la familia Dictyotaceae.

Dentro del clado de Padina se observa la separacion de dos clados, uno que incluye a P.
pavonica, P. antillarum, P. crassa 1, P. boergesenii y P. japonica, y otro que agrupa a P.
gymnospora, P. aff. gymnospora, P. crassa 2, P. crassa 3, P. durvillei y P. arborescens
(Figura 14).

Allender y Kraft (1983), indicaron que las caracteristicas de Padina crassa Yamada son
idénticas a las de P. gymnospora como ellos la redefinieron. Padina crassa es actualmente
aceptada como sinonimo de P. gymnospora (Guiry y Guiry, 2008). Sin embargo, en este
analisis no todas las secuencias de P. crassa obtenidas de GenBank forman un grupo
monofilético con P. gymnospora (Figura 14). Padina crassa 2 y P. crassa 3 se agrupan con
P. gymnospora/P. aff. gymnospora mientras que P. crassa 1 se relaciona con P.
antillarum/P. pavonica. Debido a que no se conocen las caracteristicas del ejemplar de
respaldo de las secuencias de P. crassa, no se puede saber si los caracteres de P. crassa se

sobreponen con los de otras especies o si el ejemplar P. crassa 1 fue mal determinado.

El andlisis filogenético indica que los morfos de P. gymnospora notados en estudios

previos (Garcia, 2007) son genéticamente indistinguibles y forman un grupo monofilético.
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Sin embargo, se observo separacion interna en dos clados, con los individuos al interior de
cada clado generalmente estando mas cercanos geograficamente entre si (clados 1y 2;
Figura 14). Todos los ejemplares del clado 1 provienen de las localidades Playa Mufiecos y
Villa Rica en Veracruz. Los individuos del clado 2 corresponden a las localidades de la
Peninsula de Yucatan, excepto el ejemplar de Penacho de Indio que aunque forma parte de
este Gltimo clado proviene de Veracruz (Figura 24). Sin embargo, el nimero de ejemplares
analizados molecularmente es reducido y el muestreo no incluye todas las poblaciones de
Padina gymnospora de la costa norte de del Golfo de México, incluyendo Veracruz,
Tamaulipas y Texas, E.U.A. Seria deseable que un estudio posterior incluyera una muestra
mas amplia para caracterizar la variacion genética de P. gymnospora a lo largo del Golfo de
México y, de ser posible, investigar posibles factores ecoldgicos y/o geogréficos que

podrian influir en su distribucion.
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Figura 24. Ubicacion geografica de las muestras de Padina gymnospora. Los individuos que
se encuentran dentro del clado 1 estan representados con azul y los del clado 2 con rojo (véase
también Figura 14).

Con respecto a la evolucion molecular de las secuencias analizadas, se observé en este
trabajo que nueve individuos incluidos en el Clado 2 presentan un cambio de base en la
posicion 142 de la secuencia de nucledtidos del gen psaA con respecto a las otras

secuencias de Padina, que corresponde a una transicion de adenina a guanina. Este cambio
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las agrupa un clado con bajo apoyo (PB 64; Figura 14). Las localidades con individuos que

presentaron este cambio se muestra en la Figura 25 y se observa que no parece haber un

patron geogréafico definido.
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Figura 25. Ubicacion geogréafica de las muestras del cado 2 que presentan adenina (morado)

y/o guanina (verde) en la posicién 142 del gen psaA.

1X.2.2 Exploracion de la sefial filogenética con secuencias de aminoacidos

Al traducir las secuencias de nucle6tidos a aminoacidos se reduce el nimero de caracteres

potenciales a un tercio, lo cual disminuye la informacion filogenética (Simmons et al.,

2002). El analisis de aminoacidos efectuado aqui, sin embargo, apoya la monofilia del

género Padina, al igual que la hipdtesis generada a partir de las secuencias de nucleotidos.

Sin embargo, las relaciones dentro del género son distintas y el PB en la mayoria de los

clados es muy bajo (Figura 17). En este sentido, las relaciones entre Padina gymnospora y

P. crassa 2, P. crassa 3, P arborescens y P. durvillei recuperadas por los aminoacidos

difieren de las que apoyan los nucleétidos (Figura 17). Simmons et al., (2002) sugirieron

tener precaucion al usar secuencias de aminoacidos en los andlisis filogenéticos, ya que

pueden proveer muy poca informacién y derivar en resultados erréneos. Aqui se efectud el

analisis de aminoécidos como un ejercicio de exploracion adicional de los datos.
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X. CONCLUSIONES

El estudio morfomeétrico indica que los morfos de Padina gymnospora son indistinguibles y

el nimero de capas de células en la region basal no es un criterio valido para separarlos.

En los genes analizados no existen diferencias que permitan separar los individuos de
Padina gymnospora de seis y ocho capas de células en la region basal del talo como
entidades distintas. Sin embargo, se encontraron diferencias genéticas que apuntan a la

diferenciacion geogréafica entre poblaciones.

XI. CONSIDERACIONES FINALES

Es conveniente analizar un mayor numero de individuos de todo el litoral Atlantico de
México empleando analisis estadisticos multivariados para la comparacion de poblaciones,
la revisién minuciosa de las caracteristicas morfolégicas individuales y el uso de secuencias
de ADN vy otras herramientas moleculares con la finalidad de entender mejor la variacion
morfoldgica y genética en un contexto geografico y, si es posible, los factores que influyen

en ellas.
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XI. ANEXOS

1. Pruebas de varianza y de t de Student para diferentes caracteres (formato Stata).

1.A Longitud de la célula externa de la zona apical.
. sdtest apextlon, by(morfo)

Variance ratio test

Group | Obs Mean std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
+
P. gym | 31 20.54839 .6158109 3.42869 19.29073 21.80604
P.aff. | 33 23.33333 1.299524 7.465197 20.68629 25.98038
+
combined | 64 21.98437 .7486735 5.989388 20.48827 23.48048
ratio = sd(P. gym) / sd(P.aff.) f = 0.2109
Ho: ratio = 1 degrees of freedom = 30, 32
Ha: ratio < 1 Ha: ratio != 1 Ha: ratio > 1
Pr(F < f) = 0.0000 2*Pr(F < f) = 0.0000 Pr(F > f) = 1.0000

. ttest apextlon, unequal by(morfo)

Two-sample t test with unequal variances

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
+

P. gym | 31 20.54839 .6158109 3.42869 19.29073 21.80604
P.aff. | 33 23.33333 1.299524 7.465197 20.68629 25.98038
combined | 64 21.98437 .7486735 5.989388 20.48827 23.48048
diff | -2.784946 1.438049 -5.680385 .110493
diff = mean(P. gym) - mean(P.aff.) t = -1.9366

Ho: diff = 0 Satterthwaite®s degrees of freedom = 45_.536

Ha: diff < 0 Ha: diff 1= 0 Ha: diff > 0

Pr(T < t) = 0.0295 Pr(IT| > |€]) = 0.0590 Pr(T > t) = 0.9705

1.B Diametro de la célula externa de la zona apical.

. sdtest apextdiam, by(morfo)

Variance ratio test

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
+
P. gym | 31 15.24194 .5357494 2.982926 14.14779 16.33608
P.aff. | 33 17.5 .8771618 5.038911 15.71328 19.28672
combined | 64 16.40625 .536592 4.292736 15.33396 17.47854
ratio = sd(P. gym) / sd(P.aff.) f = 0.3504
Ho: ratio = 1 degrees of freedom = 30, 32
Ha: ratio < 1 Ha: ratio != 1 Ha: ratio > 1
Pr(F < f) = 0.0025 2*Pr(F < f) = 0.0049 Pr(F > f) = 0.9975
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. ttest apextdiam, unequal by(morfo)

Two-sample t test with unequal variances

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
+

P. gym | 31 15.24194 .5357494 2.982926 14.14779 16.33608
P.aff. | 33 17.5 .8771618 5.038911 15.71328 19.28672
combined | 64 16.40625 .536592 4.292736 15.33396 17.47854
diff | -2.258065 1.027833 -4.320066 -.1960628
diff = mean(P. gym) - mean(P.aff.) t = -2.1969

Ho: diff = 0 Satterthwaite®s degrees of freedom = 52.5305

Ha: diff < 0 Ha: diff 1= 0 Ha: diff > 0

Pr(T < t) = 0.0162 Pr(IT| > |€]) = 0.0325 Pr(T > t) = 0.9838

1.C Diametro de la célula cortical externa en la zona basal.

. sdtest zbextdiam, by(morfo)

Variance ratio test

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
+
P. gym | 31 27.58065 .9453044 5.263232 25.65008 29.51121
P.aff. | 33 25.24242 .5814857 3.340381 24.05798 26.42687
+
combined | 64 26.375 .5624449 4.499559 25.25104 27.49896
ratio = sd(P. gym) / sd(P.aff.) f = 2.4826
Ho: ratio = 1 degrees of freedom = 30, 32
Ha: ratio < 1 Ha: ratio != 1 Ha: ratio > 1
Pr(F < f) = 0.9935 2*Pr(F > f) = 0.0130 Pr(F > f) = 0.0065

. ttest zbextdiam, unequal by(morfo)

Two-sample t test with unequal variances

Group | Obs Mean std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
+
P. gym | 31 27.58065 .9453044 5.263232 25.65008 29.51121
P.aff. | 33 25.24242 .5814857 3.340381 24.05798 26.42687
+
combined | 64 26.375 .5624449 4.499559 25.25104 27.49896
+
diff | 2.338221 1.109832 .1093368 4.567105
diff = mean(P. gym) - mean(P.aff.) t = 2.1068
Ho: diff = 0 Satterthwaite®s degrees of freedom = 50.2531
Ha: diff < 0 Ha: diff 1= 0 Ha: diff > 0
Pr(T < t) = 0.9799 Pr(|T| > |t]) = 0.0401 Pr(T > t) = 0.0201
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1.D Diametro de la célula medular en la zona basal.

. sdtest  zbmeddiam, by(morfo)

Variance ratio test

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
P. gym | 31 21.85484 .7143662 3.977423 20.39591 23.31377
P.aff. | 33 25.22727 -95075 5.461643 23.29066 27.16389
+
combined | 64 23.59375 .6320902 5.056722 22.33062 24.85688
ratio = sd(P. gym) / sd(P.aff.) f = 0.5303
Ho: ratio = 1 degrees of freedom = 30, 32
Ha: ratio < 1 Ha: ratio !'= 1 Ha: ratio > 1

Pr(F < ) = 0.0421 2*Pr(F < f) = 0.0842

. ttest

Two-sample t test with unequal variances

Pr(F > f) = 0.9579

zbmeddiam, unequal by(morfo)

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
P. gym | 31 21.85484 .7143662 3.977423 20.39591 23.31377
P.aff. | 33 25.22727 -95075 5.461643 23.29066 27.16389
+
combined | 64 23.59375 .6320902 5.056722 22.33062 24.85688
+
diff | -3.372434 1.18922 -5.752521  -.9923473
diff = mean(P. gym) - mean(P.aff.) t = -2.8358
Ho: diff = 0 Satterthwaite"s degrees of freedom = 58.4571
Ha: diff < 0 Ha: diff 1= 0 Ha: diff > 0

Pr(T < t) = 0.0031 Pr(IT| > |t]) = 0.0063

1.E Grosor de la ldmina en la zona media.

. sdtest zmgrosor, by(morfo)

Variance ratio test

Pr(T > t) = 0.9969

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
+
P. gym | 31 137.8226 4.265613 23.74993 129.111 146.5341
P.aff. | 33 125.3788 3.280454 18.84477 118.6967 132.0609
combined | 64 131.4063 2.762101 22.09681 125.8866 136.9259
ratio = sd(P. gym) / sd(P.aff.) f = 1.5883
Ho: ratio = 1 degrees of freedom = 30, 32
Ha: ratio < 1 Ha: ratio != 1 Ha: ratio > 1

Pr(F < f) = 0.8995 2*Pr(F > f) = 0.2011

Pr(F > f) = 0.1005
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Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
+

P. gym | 31 137.8226 4.265613 23.74993 129.111 146.5341
P.aff. | 33 125.3788 3.280454 18.84477 118.6967 132.0609
combined | 64 131.4063 2.762101 22.09681 125.8866 136.9259
diff | 12.44379 5.34245 1.764387 23.1232
diff = mean(P. gym) - mean(P.aff.) t= 2.3292

Ho: diff = 0 degrees of freedom = 62

Ha: diff < 0 Ha: diff 1= 0 Ha: diff > 0

Pr(T < t) = 0.9884

1.F Grosor de la Iamina en la zona basal.

. sdtest zbgrosor, by(morfo)

Variance ratio test

Pr(ITl > |t]) = 0.0231

Pr(T > t) = 0.0116

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
+
P. gym | 31 205.4516 6.603736 36.76805 191.965 218.9382
P.aff. | 33 163.0303 5.223188 30.00493 152.391 173.6696
+
combined | 64 183.5781 4.933363 39.46691 173.7196 193.4367
ratio = sd(P. gym) / sd(P.aff.) f = 1.5016
Ho: ratio = 1 degrees of freedom = 30, 32
Ha: ratio < 1 Ha: ratio !'= 1 Ha: ratio > 1

Pr(F < f) = 0.8696

. ttest zbgrosor, by(morfo)

Two-sample t test with equal variances

2*Pr(F > f) = 0.2608

Pr(F > f) = 0.1304

Group | Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
+
P. gym | 31 205.4516 6.603736 36.76805 191.965 218.9382
P.aff. | 33 163.0303 5.223188 30.00493 152.391 173.6696
+
combined | 64 183.5781 4.933363 39.46691 173.7196 193.4367
+
diff | 42.42131 8.366236 25.69744 59.14518
diff = mean(P. gym) - mean(P.aff.) t = 5.0705
Ho: diff = 0 degrees of freedom = 62
Ha: diff < 0 Ha: diff 1= 0 Ha: diff > 0

Pr(T < t) = 1.0000

Pr(ITl > |t]) = 0.0000

Pr(T > t) = 0.0000
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2. Valores y vectores propios del Analisis de Componentes Principales en formato Stata.

Principal components/correlation Number of obs = 64
Number of comp. = 21
Trace = 21
Rotation: (unrotated = principal) Rho = 1.0000

Valores propios.

Component | Eigenvalue Difference Proportion
_____________ A e

Compl | 3.23011 .213052 0.1538
Comp2 | 3.01706 .407419 0.1437
Comp3 | 2.60964 .522608 0.1243
Comp4 | 2.08703 .471095 0.0994 0.5211
Comp5 | 1.61594 .279429 0.0769 0.5981
Comp6 | 1.33651 .18556 0.0636 0.6617
Comp7 | 1.15095 .260871 0.0548 0.7165
Comp8 | .890079 .0818769 0.0424 0.7589
Comp9 | .808203 .0893635 0.0385 0.7974
Comp10 | .718839 .123398 0.0342 0.8316
Comp1l | .595441 .0247243 0.0284 0.8600
Comp12 | .570716 .0869928 0.0272 0.8872
Comp13 | .483724 .0559761 0.0230 0.9102
Comp14 | 427747 .0507779 0.0204 0.9306
Comp15 | .37697 .0465908 0.0180 0.9485
Comp16 | .330379 .0863103 0.0157 0.9643
Compl17 | .244068 .0386551 0.0116 0.9759
Comp18 | .205413 .0702327 0.0098 0.9857
Comp19 | .135181 .0283299 0.0064 0.9921
Comp20 | -106851 .0477128 0.0051 0.9972
Comp21 | .059138 - 0.0028 1.0000

Componentes principales (vectores propios)

Variable | Compl Comp2 Comp3 Comp4 Comp5 Comp6 Comp7 Comp8 Comp9 Comp10 Compll Compl2
+
zagrosor | 0.0255 0.3364 0.3577 0.0611 -0.2528 -0.0149 0.1021 -0.0738 -0.1256 0.0094 0.0590 -0.1526
apintlong | 0.1683 0.3636 -0.0357 0.0343 -0.0614 -0.0420 -0.3565 0.2706 0.2831 0.1346 0.4009 0.0817
apintdiam | 0.0806 0.2651 0.2616 0.1640 -0.3712 0.0335 0.0630 -0.0810 -0.1192 0.3921 -0.0255 -0.3056
apextlon | 0.2101 0.3663 0.1239 0.0070 0.0413 0.0234 0.1003 0.2242 0.1243 -0.2355 -0.0139 0.5049
apextdiam | 0.0845 0.3901 0.2517 -0.0886 -0.0291 -0.0204 0.0490 0.0109 -0.1548 -0.2664 -0.1825 0.0096
zmgrosor |-0.0632 -0.0722 0.2123 0.5459 0.2815 -0.0537 -0.1173 0.0911 -0.0290 -0.0566 -0.0226 0.0080
zmintlong | 0.3671 0.0630 -0.1701 0.0705 0.1397 0.2739 -0.1179 -0.3492 -0.0190 -0.3474 -0.0100 -0.3468
zmintdiam | 0.1545 -0.1047 0.3969 -0.0844 0.2465 0.1401 0.1764 0.0231 0.1725 0.1398 -0.5424 -0.0371
zmextlong | 0.3515 0.0774 -0.1367 -0.0379 0.0462 0.3943 -0.3243 -0.0603 -0.2731 -0.1518 -0.0851 0.0786
zmextdiam | 0.1344 -0.0589 0.3410 -0.1007 0.4213 -0.0521 -0.2096 0.0461 0.0411 0.1143 0.2863 -0.3438
zmcel |-0.2093 0.0037 0.0992 0.2799 0.2141 0.4865 0.1932 0.3307 -0.0187 -0.0303 0.1631 -0.1322
zmmedlong | 0.1338 0.1680 -0.1312 0.2788 0.1471 0.1693 0.1341 -0.5366 0.2646 0.4515 -0.0106 0.3084
zmmeddiam | 0.0566 -0.0231 0.0821 0.4928 0.0969 -0.4838 -0.0943 -0.0972 -0.1373 -0.2562 -0.1333 0.1323
zbgrosor | 0.2430 -0.3529 0.0665 0.1187 -0.3132 0.1036 -0.2171 0.1584 -0.0173 0.1611 -0.2011 0.1519
zbintlong | 0.2925 -0.1032 -0.2110 0.2962 -0.1016 -0.1532 0.2790 0.0109 -0.2721 0.0599 0.2625 -0.1529
zbintdiam | 0.1901 -0.1657 0.3100 -0.3035 0.0179 -0.2283 -0.0857 -0.2570 -0.2495 0.0304 0.1595 0.1306
zbextlong | 0.2879 -0.1176 0.0054 -0.0358 -0.1312 0.0365 0.6129 0.0803 0.1279 -0.2529 0.1509 -0.0292
zbextdiam | 0.1388 -0.3152 0.3372 -0.0292 0.0352 0.1483 0.0714 -0.1054 0.0262 -0.0072 0.4280 0.3242
zbcel |-0.0261 -0.2403 0.1886 0.2066 -0.4771 0.2407 -0.2395 0.0232 0.1416 -0.1753 -0.0252 0.0123
zbmedlong | 0.3430 -0.0754 -0.0468 0.0013 -0.0416 -0.2655 -0.0435 0.1074 0.6091 -0.0590 -0.0969 -0.2687
zbmeddiam | 0.3781 -0.0203 -0.1636 -0.0294 0.1395 -0.0524 0.0409 0.4474 -0.3305 0.3507 -0.1495 0.0592
Variable Compl3 Comp14 Compl5 Compl6 Compl7 Compl8 Compl19 Comp20 Comp21 Unexplained

| |
+ +

zagrosor | 0.0719 -0.0775 -0.1661 -0.4348 0.4983 0.3297 -0.1037 -0.1822 0.0551 | 0
apintlong | -0.0524 0.2839 -0.2918 -0.1154 -0.3425 0.1105 -0.0172 0.0312 0.2300 | 0
apintdiam | -0.1591 -0.2124 -0.0888 0.3804 -0.1656 -0.3928 -0.0694 0.0590 -0.0582 | 0
apextlon | -0.3068 -0.3254 0.3305 0.2108 0.0380 0.0784 -0.1623 -0.1451 -0.0949 | 0
apextdiam | 0.5108 0.3765 0.2662 -0.0426 -0.2241 -0.1853 0.1945 0.0729 -0.1854 | 0
zmgrosor | -0.0710 0.1128 -0.2986 0.0821 -0.0348 0.1667 0.0041 -0.0138 -0.6292 | 0
zmintlong | -0.0563 0.1228 0.0346 0.0449 -0.0732 0.0216 -0.5708 -0.0434 0.0231 | 0
zmintdiam | -0.1704 -0.0658 -0.1274 -0.2597 -0.3845 0.1618 0.0118 0.0571 0.2216 | 0
zmextlong | -0.0278 -0.2879 -0.2912 -0.0300 0.1054  -0.0896 0.5330 0.0170 0.0051 | 0
zmextdiam | -0.2782 0.1219 0.4213  -0.0277 0.2224  -0.1523 0.2428 -0.0872 0.0334 | 0

zmecel | 0.3622 -0.0929 0.0261 0.3121 0.0362 0.1342 0.0009 -0.0561 0.3647 | 0
zmmedlong | 0.1125 0.1875 0.1542 0.0377 0.1684 0.0740 0.1435 0.0736 0.0274 | 0
zmmeddiam | -0.0106 -0.0086 -0.0591 0.0152 0.0912 -0.2515 0.0147 0.0750 0.5327 | 0
zbgrosor | 0.0989 0.2660 0.1083 0.0571 0.0389 -0.0603 -0.0508 -0.6499 0.0398 | 0
zbintlong | 0.0180 -0.2166 0.3083 -0.2438 -0.4063 0.2773 0.1931 -0.0865 -0.0386 | 0
zbintdiam | 0.1444 0.0213  -0.1220 0.4969 -0.0630 0.4664 -0.0021 0.0661 0.0880 | 0
zbextlong | -0.2592 0.3893 -0.2758 0.1408 0.1481 -0.1088 0.2202 0.0188 0.0143 | 0
zbextdiam | 0.2450 -0.2062 -0.1012 -0.2928 -0.0783 -0.3994 -0.2354 0.1060 -0.0867 | 0

zbcel | -0.1489 0.0973 0.3042 -0.0232 0.0582 0.2045 0.0672 0.5416 0.0237 | 0
zbmedlong | 0.4056 -0.3304 -0.0340 0.1126 0.1534 0.0231 0.0817 0.0439 -0.1124 | 0
zbmeddiam | 0.0873 0.1267 0.0275 -0.0382 0.2770 -0.0135 -0.2742 0.4093 -0.0373 | 0
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