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RESUMEN

En los ultimos afios, los analisis morfométricos han sido foco de interés dentro de la
ficologia marina debido a que han permitido, mediante la evaluacién objetiva y
estadisticamente solida de la variabilidad morfolégica, la delimitacion de especies dentro
de complejos cripticos, problema muy frecuente dentro de esta area de estudio. En el
presente trabajo se muestran los resultados de la discriminacion morfométrica de las
especies que conforman a los complejos cripticos Crassiphycus corneus/C. usneoides y
Gracilaria mammillaris, a partir de las proporciones (incluyendo el didametro mayor y
menor del talo) y la forma de las células corticales, subcorticales y medulares de las
porciones apical, media y basal del talo. Los andlisis de componentes principales y el NP-
MANOVA, arrojaron que los caracteres que permiten la discriminacion de Crassiphycus
corneus y C. usneoides son el diametro mayor del talo en la porcion media, el diametro
menor y la forma de las células corticales en la porcidbn media. Estos andlisis también
arrojaron que la Unica especie dentro del complejo Gracilaria mammillaris que se
discrimina es G. curtissiae y las variables que permiten la separacién son: largo y ancho
de las células corticales y medulares de la porcibn media y la forma de las células
corticales y medulares en la porcibn media y basal respectivamente. Los analisis de
desigualdad isoperimétrica y UPGMA robustecieron los resultados anteriores. Los analisis
morfométricos realizados demostraron ser eficientes para la caracterizacion vy
discriminacién de las especies dentro de los complejos bajo estudio. Este trabajo podra
servir como punto de referencia para la delimitacién taxonémica de otras especies

cripticas de macroalgas.

Palabras clave: algas rojas, componentes principales, descriptores elipticos de Fourier,
desigualdad isoperimétrica, discriminacion, distribucion simpatrica, especies cripticas,
NP-MANOVA.



ABSTRACT

In the last times, morphometric analyses have been a focus of interest within marine
phycology, because they have allowed, through the objective and statistically sound
evaluation of morphological variation, the delimitation of species within cryptic complexes,
a very frequent problem within this study area. The results of morphometric discrimination
of the species within the cryptic complexes Crassiphycus corneus/C. usneoides and
Gracilaria mammillaris is presented, from the proportions (included total diameter of
thallus) and the shape of its cortical, subcortical and medullary cells in the apical, medium
and basal portions of thallus. Principal components and NP-MANOVA analyses showed
that the characters that allow discrimination of Crassiphycus corneus and C. usnheoides
are the largest diameter of the thallus in the medium portion, the smallest diameter of the
thallus in the apical portion and the shape of cortical cells in the medium portion. These
analyses also showed that Gracilaria curtissiae is the only species that was discriminated
within the Gracilaria mammillaris complex and the variables that allow the separation are:
length and width of the cortical and medullar cells of medium portion, and the shape of
cortical and medullar cells in the medium and basal portions respectively. Isoperimetric
inequality and UPGMA analyses strengthened the previous results. Morphometric
analyses proved to be efficient for the characterization and discrimination of the species
within the complexes under study. This work will serve as a reference point for the

taxonomic delimitation of other cryptic macroalgas species.

Keywords: red algae, principal components, elliptic Fourier descriptors, isoperimetric

inequality, discrimination, sympatric distribution, cryptic species, NP-MANOVA.



INTRODUCCION

Los géneros Crassiphycus Guiry, Gurgel, J.N. Norris & Fredericq y Gracilaria
Greville constituyen agrupamientos taxondémicos compuestos por especies de algas rojas,
incluidas dentro de la familia Gracilariaceae N&geli. El primero se caracteriza por una
masa gonimoblastica esférica, transicibn aguda entre gonimoblastos y cadenas cortas
superiores dicotomicamente ramificadas. Piso del cistocarpo plano y bien definido;
células gametofiticas de fusion dendriticas. Espermatangio del tipo medular solamente,
formando conceptos profundos que a menudo son confluentes, dando lugar a maltiples
cavidades en la médula cuando se ven en corte transversal (Gurgel et al., 2018).
Gracilaria por su parte se caracteriza por tetrasporangios superficiales, Conceptaculos
espermatangiales corticales tipo textorii o verrucosa. Los filamentos del gonimoblasto
consisten en células vacuoladas dispuestas del centro hacia la base, volviéndose
alargadas y altamente ramificadas hacia el exterior, de la cual se producen cadenas
ramificadas de carposporangios. Células nutricias tubulares numerosas de diametro
variable conectadas al pericarpo externo, fusionandose inicialmente con una sola célula
del pericarpo que puede fusionarse progresivamente con las células vecinas de mismo,
extendiendo su longitud para formar una célula de fusién de pericarpo con forma de tubo;
célula de fusion carpogonial con numerosos nucleos agrandados, que se extiende a
través de la fusion con la célula adyacente del pericarpo interno, y se incrusta
longitudinalmente en el pericarpo interno, la cavidad del cistocarpo se formé
esquizogenicamente a medida que los gonimoblastos crecen por la disolucién de las
conexiones de los agujeros entre los filamentos de gonimoblastos internos y externos;
pericarpo interno compuesto por filas de células rectas, de cinco a siete células de largo,
en las que cada célula contiene un nucleo agrandado; célula de fusion que persiste o se
desintegra en las etapas maduras del desarrollo del cistocarpo (Dreckmann, 2012; Gurgel
et al., 2018).

La historia taxonémica de ambos géneros ha sido sumamente compleja, y aunque
Crassiphycus es un género propuesto recientemente, formado por especies antes
denominadas Hydropuntia Montagne, la baja plasticidad fenotipica y la sobreposicion de
los caracteres morfolégicos entre algunas de sus especies hace su identificacion
extremadamente dificil, derivando en la existencia de complejos de especies cripticas que
solo han podido ser identificadas mediante caracteres moleculares, tal es el caso del

complejo conformado por las especies Crassiphycus corneus (J. Agardh) Gurgel, J.N.
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Norris y Fredericq y C. usneoides (C. Agardh) Gurgel, J.N. Norris y Fredericq, reportado
para México por Nufez-Resendiz et al. (2015). En el caso de Gracilaria, el género mas
grande y estudiado dentro de la familia Gracialariaceae, el problema no es distinto, el
bajo numero de caracteristicas diagnésticas a nivel especifico ha hecho que su
taxonomia sea una de las mas complicadas, llegandose a considerar que la identificacién
entre algunas especies sea casi imposible (Gurgel y Fredericq, 2004; Gurgel et al.
2004a; 2004b; Dreckmann, 2012), resultando en la propuesta de un gran ndmero de
complejos, dentro de los que se encuentra el complejo Gracilaria mammillaris, compuesto
por las especies planas del género distribuidas en el Mar Caribe (Gurguel et al., 2004b).
Para México, se ha reportado que las especies dentro de este complejo que presentan
grandes problemas de identificacion taxondmica son G. mammillaris (Montagne) M.
Howe, G. flabelliformis (P. Crouan y H. Crouan) Fredericq y Gurgel, G. occidentalis
(Bgrgesen) M. Bodard, G. suzanneae L. P. Soares, C.F.D. Gurgel y M.T. Fujii y G.
curtissiae J. Agardh, especies que para el pais ya han sido caracterizadas
molecularmente (Dreckmann, 1998, 2002, 2012; Gurgel y Fredericq, 2004; Gurgel et al.,
2004a; 2004b; Gurgel et al., 2018). El problema de identificacién entre las especies de
ambos complejos, al menos para México, adquiere mayor relevancia si se toma en
cuenta que se encuentran distribuidas simpatricamente a lo largo de la Peninsula de
Yucatan y sur del Golfo de México (Figura 1), es decir, que su intervalo de distribucién se
sobrepone en el area antes mencionada, esto ha derivado muchas veces en dudosas o
malas identificaciones que han sido reveladas u(nicamente mediante estudios
moleculares.

Para la resolucién de problemas taxonémicos como los expuestos anteriormente,
los andlisis de morfometria han demostrado ser muy Utiles, al complementar los analisis
cualitativos o morfolégicos, cuantificando la variabilidad de las formas bioldgicas
(Umphrey, 1996; Calle et al., 2008; Navia et al., 2015; Toro et al., 2010). Debido a sus
conceptos tedricos y herramientas que utiliza, la morfometria se divide en morfometria
tradicional y morfometria geométrica (Toro et al., 2010; Benitez y Puschel, 2014). La
morfometria tradicional mide los cambios morfolégicos que se producen en los
organismaos con base en sus dimensiones lineales (e.j. longitud, largo y ancho), las cuales
son analizadas con herramientas estadisticas multivariadas, tales como el analisis de
componentes principales, de variables canonicas o funcion discriminante, con la finalidad
de describir los patrones de variabilidad morfolégicos intra e intergrupales (Steyn et al.,

2004; Gonzalez-Diaz et al., 2005; Aranis et al., 2014). La mayor ventaja de este método
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Figura 1. Distribucion de las especies que conforman a los complejos Crassiphycus corneus/C. usneoides y Gracilaria mammillaris.
a) Crassiphycus corneus, b) C. usneoides, ¢) Gracilaria mammillaris, d) G. flabelliformis, €) G. occidentalis, f) G. suzannae y g) G.

curtissiae.



es que es muy simple, sin embargo, tiene ciertas limitaciones. El mayor problema es que
las medidas de distancia lineal generalmente estan altamente correlacionadas con el
tamafio (conjunto de dimensiones fisicas), lo cual dificulta el andlisis de la forma. Este
esquema de medidas clasico puede mejorarse de forma significativa utilizando
morfometria geométrica, sustituyendo el uso de dimensiones lineales por la descripcion
cuantitativa, analisis e interpretacién de la forma de los organismos o alguna estructura
de ellos, y su variabilidad (Rohlf, 1990; 2006; Bookstein, 1991). La forma de un objeto
engloba al conjunto de sus caracteristicas geométricas exceptuando el tamafio, la
posicion y orientacion (Kendall, 1977), dichas variables, se pueden extraer sin riesgo de
perder informacién relativa a esta, ya que, la similitud geométrica es el Unico criterio para
determinar si dos 0 mas estructuras tienen la misma forma. De este modo, la morfometria
geométrica permite ilustrar y explicar las variaciones y diferencias biolégicas entre los
organismos o las estructuras matematicamente analizadas (Dryden y Mardia, 1998).

Existen diferentes métodos dentro de la morfometria geométrica para analizar las
formas biolégicas, uno de los mas utilizados es el basado en los descriptores elipticos de
Fourier (Kuhl y Giardina, 1982). Estos descriptores se han empleado cuando las
estructuras bajo estudio carecen de puntos anatémicamente homdélogos, y es necesario
delinear, mediante puntos equidistantes que representan una secuencia de coordenadas
“X” y “y”, contornos cerrados bidimensionales. El método, describe matematicamente la
forma general del objeto, transformando la informacion de las coordenadas en
coeficientes de Fourier (Yoshioka et al., 2004), que generalmente son sometidos a
analisis multivariados para la comparacion de las formas entre organismos (Lestrel 1997,
Iwata & Ukai 2002; Rohlf 2006).

Como se menciondé con anterioridad, los métodos morfométricos han resultado
eficaces para la evaluacion y discriminacién de varias formas biologicas (lwata et al.,
1998, Iwata & Ukai 2002, Neustupa, 2004); sin embargo, en el grupo de las macroalgas,
aunque los problemas para la discriminaciéon de especies son muy frecuentes, hay pocos
estudios reportados que utilizan estas técnicas para su resolucion (ej. Verbruggen et al.,
2005a; 2005b; Vilchis et al.,, 2019; 2020). Especificamente dentro de la familia
Gracilariaceae, no existen trabajos de esta indole, sin embargo, Nufiez-Resendiz et al.
(2015) y Hernadndez (2020) mencionan que estudios morfométricos de caracteres
vegetativos (diametro de las células que conforman el talo), podrian dar solucion a los

problemas de especies cripticas reportadas para la familia.



Bajo lo expuesto anteriormente, la intencion del presente estudio es caracterizar y
comparar, mediante morfometria tradicional y geométrica, los caracteres vegetativos
(diametro y forma de las células que conforman el talo) de las especies de los complejos
C. corneus/C. usneoides y G. mammilaris en la Peninsula de Yucatan, y con base en
esto, determinar si existe discriminacion entre las especies que los conforman. Esto

contribuird a robustecer la clasificacidén actual de estas especies.



ANTECEDENTES

La familia Gracilariaceae esta representada por los géneros de vida libre Curdiea
Harvey, Gracilaria Greville, Gracilariopsis E.Y. Dawson, Hydropuntia Montagne,
Crassiphycus Guiry, Gurgel, J.N. Norris & Fredericq y Melanthalia Montagne, y los
géneros parasitos Congracilaria Yamamoto, Gracilariocolax Weber-van Bosse,
Gracilariophila Setchell et Wilson in Wilson, y Holmsella Sturch. Dentro de los géneros de
vida libre, Curdiea y Melanthalia no han mostrado ambigliedades taxonémicas a nivel
genérico, por el contrario, los géneros Gracilaria, Gracilariopsis, Hydropuntia y
Crassiphycus han tenido una historia taxonémica sumamente inestable, por lo que los

estudios ficol6gicos se han centrado en estos géneros (Dreckmann y Senties, 2014).

Inicialmente  Gracilariopsis, Hydropuntia y Crassiphycus eran géneros
incorporados al género Gracilaria, ya que no existian caracteres diagnosticos claros que
evidenciaran su independencia taxonomica (Yamamoto, 1975; Chang y Xia, 1988;
Fredericq y Hommersand, 1989; Gargiulo et al. 1992; Abbott, 1995). Posteriormente, Bird
et al., (1992) demostraron, mediante un estudio comparativo de secuencias de ADN
ribosomal 18S, que Gracilariopsis difiere lo suficiente de Gracilaria como para ser
considerado distinto taxon6micamente, actualmente también existen diversos trabajos
morfolégicos que sustentan dicha separacion (Fredericq y Hommersand, 1989, 1990;
Gurgel y Fredericq, 2004; Hau y Lin, 2006; Norris y Gurgel, 2014).

Mientras el asunto Gracilariopsis puede ser considerado como resuelto, no ha
ocurrido lo mismo con Hydropuntia, género que sigue siendo cuestionable. Hydropuntia
fue descrito por primera vez como género independiente de Gracilaria por Montagne
(1842), distinguiéndolo de este, la presencia de constricciones pronunciadas a lo largo del
talo y en la base de las ramas y ramillas, y con tan solo una especie que lo conformaba,
Hydropuntia urvillei Montagne. Posteriormente, en 1963, con la creacién del género
Polycavernosa C.F. Chang y B.M. Xia (Chang y Xia, 1963), la Unica especie de
Hydropuntia fue trasladada a él, debido a la presencia de conceptaculos
espermatangiales confluentes y ramificaciones profundamente inmersas en el talo,
caracteristica distintiva del nuevo género propuesto. Sin embargo, Wynne (1989) propone
mas tarde, basandose en la prioridad nomenclatural, restablecer el nombre Hydropuntia y
pasar a Polycavernosa como su sin6nimo (Gurgel et al.,, 2018). A pesar del
restablecimiento, Hydropuntia, fue considerado durante un largo tiempo, por otros

ficologos, como sinénimo de Gracilaria debido a la sobreposicion de un gran nimero de
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caracteres morfolégicos entre sus especies, y otros lo reconocieron como un género
distinto, ya sea como Polycavernosa o como Hydropuntia (Dreckmann; 2012; Gurgel et
al., 2018). Actualmente, estudios de sistematica molecular, como los de Gurgel y
Fredericq (2004) y Gurgel et al. (2004a; 2004b), demostraron gque existe evidencia
suficiente que respalda la independencia taxonémica de Hydropuntia (Ardito et al., 2014).

Hasta el 2014, Hydropuntia contaba con al menos 16 especies reconocidas
(Ardito et al., 2014), de las cuales, recientemente tres, Hydropuntia caudata, H. usneoides
e H. cornea, fueron reacomodadas mediante evidencia molecular, por Gurgel et al. (2018)
y Guiry et al. (2018) dentro de un nuevo género llamado Crassiphycus, conformado
también por especies antes consideradas como Gracilaria (e.j. G. crassissima, G.
truncata, G. changii). Es importante resaltar, que, a pesar de dicho reacomodo, adn no es
suficientemente clara la discriminacion morfolégica entre muchos de los representantes

de estos géneros.

Como se puede observar, a lo largo de su historia, la taxonomia del género
Gracilaria sensu lato ha representado un esfuerzo desafiante dentro de la ficologia, no
solo por la sutileza de las caracteristicas anatomicas y de desarrollo para diferenciar un
gran numero de especies, sino que ademas por la presencia de homoplasias
morfolOgicas en los caracteres vegetativos o reproductivos y la naturaleza simpatrida de
su distribucion (Gurgel et al., 2018). Los diversos estudios moleculares recientemente
realizados en el género han confirmado la existencia de un gran nimero de especies
cripticas, ignoradas o mal identificadas, muchas veces de distribucion simpatrida. Esta
problematica no solo se ha reportado en este género, sino que en un gran namero de

géneros de macroalgas.

A la luz de lo anterior, y destacando que son los Unicos trabajos en su tipo,
autores como Verbruggen et al. (2005a; 2005b) y Vilchis et al. (2019; 2020) han
empleado exitosamente los andlisis de morfometria tradicional y geométrica para la
delimitacion de especies cripticas dentro del género de algas verdes Halimeda J.V.
Lamouroux y de los géneros de algas rojas Gracilaria y Crassiphycus. Sin embargo, a
pesar de las importantes aportaciones de estos autores, no ha sido hasta ultimas fechas
gue estas herramientas han comenzado a tomar relevancia dentro del estudio de las

macroalgas.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existen caracteres morfométricos que discriminen a las especies simpétricas de los
complejos Gracilaria mammillaris y Crassiphycus corneus/C. usneoides?, y si es asi,

écuales son éstos?

HIPOTESIS

Si el analisis morfométrico tradicional y geométrico brinda una idea mas real de la
variabilidad en la forma de las especies simpatridas de los complejos Gracilaria
mammillaris y Crassiphycus corneus/C. usneoides, entonces, permitirda esclarecer la
probleméatica taxonémica y por tanto robustecer la clasificacion actual en las especies

presentes en las costas de la Peninsula de Yucatan.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar y comparar mediante morfometria tradicional y geométrica, los caracteres
vegetativos de las especies de los complejos Crassiphycus corneus/C. usneoides y
Gracilaria mammilaris en la Peninsula de Yucatan, y con base en esto, determinar si

existe discriminacién entre las especies que los conforman.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar y comparar el diametro y forma de las células que conforman el talo de
las especies de los complejos Crassiphycus corneus/C. usneoides y Gracilaria

mammilaris, mediante analisis morfométricos.

e Determinar si el diametro de las células que conforman el talo de las especies dentro
de los complejos Crassiphycus corneus/C. usneoides y Gracilaria mammilaris,

permiten su discriminacion.

e Determinar si la forma de las células que conforman el talo de las especies de los
complejos Crassiphycus corneus/C. usheoides y Gracilaria mammilaris, permiten su
discriminacion.

¢ Discutir el problema de las especies cripticas a la luz de los analisis morfométricos.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion de muestras

El material biol6gico utilizado en el presente trabajo procede de ejemplares
depositados en la Coleccion de Macroalgas Marinas del Herbario Metropolitano de la
Universidad Autbnoma Metropolitana Unidad Iztapalapa UAMIZ (Thiers, 2020).

El nimero de ejemplares disponibles en el herbario fueron 40 para el complejo
Crassiphycus corneus/C. usneoides, de los cuales 20 corresponden a Crassiphycus
corneus y 20 a C. usneoides, y 37 para el complejo Gracilaria mammillaris, de los cuales
15 corresponden a Gracilaria mammillaris, 8 a G. flabelliformis, 6 a G. occidentalis, 4 a G.
suzannae y 4 a G. curtissiae. En la tabla 1 se presentan las referencias de herbario de los

ejemplares analizados y en las figuras 2 y 3 fotografias de algunos de ellos.

Es importante mencionar que la identidad taxon6mica de la mayoria de los
ejemplares de Crassiphycus corneus, C. usneoides, Gracilaria flabelliformis, G.
occidentalis, G. suzannae y G. curtissiae ha sido corroborada molecularmente en trabajos
previos (Nufiez-Reséndiz et al.,, 2015; 2016; Hernandez, 2020). Ningun ejemplar
asignado en el herbario con el nombre de G. mammillaris presenté identificacion

molecular.

Tabla 1. Numero de herbario y localidad de los ejemplares analizados en el estudio.
Algunos herborizados contiene mas de un ejemplar, el nUmero se presenta entre

paréntesis en la segunda columna (n).

NUmero de herbario

Especie (n) Localidad

Crassiphycus corneus UAMIZ-612 (1) Puerto Morelos, Quintana Roo
UAMIZ-1282 (3) Sisal, Yucatan
UAMIZ-456 (1) Puerto Morelos, Quintana Roo
UAMIZ-1285 (3) Puerto Progreso, Yucatan
UAMIZ-1346 (3) Isla Aguada, Campeche
UAMIZ-1281 (2) Puerto Progreso, Yucatan
UAMIZ-457 (2) Puerto Morelos, Quintana Roo
UAMIZ-458 (3) Puerto Morelos, Quintana Roo
UAMIZ-957 (2) Isla del Carmen, Campeche

Crassiphycus usneoides UAMIZ-1284 (2) Puerto Telchac, Yucatan
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Gracilaria mammillaris

Gracilaria flabelliformis

Gracilaria occidentalis

Gracilaria suzannae

Gracilaria curtissiae

UAMIZ-1339 (3)
UAMIZ-1340 (2)
UAMIZ-563 (1)
UAMIZ-458 (3)
UAMIZ-456 (1)
UAMIZ-970 (3)
UAMIZ-988 (2)
UAMIZ-1283 (3)
UAMIZ-761 (2)
UAMIZ-956 (3)
UAMIZ-900 (1)
UAMIZ-1371 (2)
UAMIZ-672 (2)
UAMIZ-958 (2)
UAMIZ-990 (1)
UAMIZ-936 (2)
UAMIZ-1405 (1)
UAMIZ-1406 (1)
UAMIZ-1407 (1)
UAMIZ-1408 (1)
UAMIZ-1409 ()
UAMIZ-1378 ()
UAMIZ-1369 ()
UAMIZ-1410 (2)
UAMIZ-1381 (4)
UAMIZ-1377 (4)
UAMIZ-1411 (4)

Puerto Morelos, Quintana Roo
Sabancuy, Campeche

Playa del Carmen, Quintana Roo
Puerto Morelos, Quintana Roo
Puerto Morelos, Quintana Roo
Playa Bonita, Campeche
Playa Bonita, Campeche
Puerto Morelos, Quintana Roo
Playa Mocambo, Veracruz
Puerto Real, Campeche

Playa Paraiso, Veracruz
Bahia Tortugas, Campeche
Playa del Carmen, Quintana Roo
Sabancuy, Campeche

Playa Bonita, Campeche
Sabancuy, Campeche
Xcalacoco, Quintana Roo
Kilémetro 33, Campeche
Playa 88, Quintana Roo

Playa Paraiso, Veracruz
Bahia Tortugas, Campeche
Bahia Tortugas, Campeche
Kilémetro 33, Campeche
Kilémetro 33, Campeche
Punta Xen, Campeche

Punta Xen, Campeche

Bahia Tortugas, Campeche
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Figura 2. Ejemplares del complejo Crassiphycus corneus/C. usneoides. al) C.
usneoides, Puerto Morelos, Quintana Roo; a2) C. corneus, Puerto Morelos, Quintana
Roo; a3) C. usneoides, Puerto Morelos, Quintana Roo; b) C. corneus, Puerto Morelos,
Quintana Roo; c) C. usneoides, Puerto Progreso, Yucatan; d) C. corneus, Puerto

Progreso, Yucatan. Escala: 4 cm.
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Figura 3. Ejemplares del complejo Gracilaria mammillaris. al y a2) G. mammillaris Playa
del Carmen, Quintana Roo, escala: 2 cm; bl y b2) G. mammillaris Playa Mocambo,
Veracruz, escala: 3 cm; ¢) G. flabelliformis Xcalacoco, Quintana Roo, escala: 3 cm; d) G.
flabelliformis Bahia Tortugas, Campeche, escala: 4 cm; e) G. flabelliformis Playa 88,
Quintana Roo, escala: 4cm; f) G. curtissiae Bahia Tortugas, Campeche, escala: 4 cm; g)
G. suzannae Punta Xen, Campeche, escala: 4 cm; h) G. occidentalis Kilébmetro 33,

Campeche, escala: 3 cm; i) G. occidentalis Kildmetro 33, Campeche, escala: 3 cm.

Preparacion de las muestras

Se extrajeron tres fragmentos de aproximadamente 4 mm de longitud de todos
los ejemplares, uno de la porcién apical, otro de la porcibn media y el ultimo de la
porcion basal (Figura 4a). Estos fueron hidratados con agua corriente durante 30
minutos y fijados en FAA (formaldehido-alcohol-acético-agua) por tres dias, esto con la
finalidad de que el tejido se endureciera lo suficiente y no sufriera deformaciones en las
siguientes manipulaciones. Posteriormente, en un micrétomo de ultracongelacién Leica
CM 1510-3 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) a -20°C, se realizaron sobre cada
fragmento cortes transversales de 10 ym de ancho, que fueron colocados en un
portaobjetos y sometidos al siguiente tren de tincion y montaje: 1) hidratacién con etanol
al 95, 80, 75 y 50% durante cinco minutos por cada porcentaje, 2) tinciébn con verde
rapido concentrado durante dos horas, 3) deshidratacion con etanol al 30, 50, 75 y 100%
durante cinco minutos por porcentaje y un minuto en alcohol terbutilico al 100%, 4) por

ultimo las muestras fueron montadas en Entellan (L6pez-Curto et al., 2005).

Anadlisis de morfometria tradicional

En un microscopio Leica DM LB (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania)
equipado con un ocular micrométrico, se realizaron las siguientes mediciones en cada
uno de los cortes: didmetro mayor y menor del talo en las porciones apical, media y
basal, y largo y ancho promedio (medicién promedio de cinco células) de las células
corticales, subcorticales y medulares en cada porcion (Figura 4b). En total, se obtuvieron
24 caracteres cuantitativos para cada complejo de especies, los cuales, fueron
estandarizados y sometidos a un andlisis de componentes principales (ACP) usando el
programa PAST version 2.17 (Hammer et al., 2001), con la intencion de evaluar la
existencia de un patron de variacion morfolégica entre las especies y de esta manera

identificar las medidas que determinan la formacion de grupos dentro del especio
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multivariado. En el mismo programa y con los componentes principales (CP) resultantes,
se realizd6 un NP-MANOVA (andlisis multivariante de la varianza no paramétrico) con
distancia euclidiana, esta Ultima utilizada como medida que evalla la diferencia entre las
especies. La significancia de la separacion de los grupos se midi6 mediante la
permutacion de la pertenencia a un grupo con 9999 repeticiones. Se utilizé la correccion
de Bonferroni para comparaciones multiples (Sokal y Rohlf, 1995) para el calculo de los
valores resultantes de p. Es importante mencionar que el andlisis paramétrico multiva-
riante de la varianza fue descartado en este proceso, ya que no se cumplieron los
supuestos necesarios, por ejemplo, la normalidad multivariante. Adicionalmente, se
graficé la media aritmética y el error estandar, para los caracteres que mostraron mayor
peso en la discriminacion de las especies de cada complejo.

Finalmente, las matrices originales con los 24 caracteres cuantitativos se
sometieron a un analisis de agrupamiento en el programa PAST bajo el indice de
disimilitud de distancia euclidiana y el algoritmo por ligamiento promedio no ponderado
(UPGMA, por sus siglas en inglés); el andlisis resumié los resultados en un dendograma

para cada complejo.
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Figura 4. a. Representacion esquemadtica de los sitios a lo largo del talo de donde fueron
extraidos los fragmentos empleados en el estudio; b. Tipos de células analizadas en cada

fragmento. Figuras modificadas de Dreckmann, 2012.
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Andlisis de morfometria geométrica

Digitalizacion y contorneado de las estructuras. Se fotografiaron en un
microscopio Olympus BX51 equipado con una camara digital DP12, cinco células
corticales (100x), cinco subcorticales (40x) y cinco medulares (20x), en cada porcion
(apical, medio y basal) por individuo; obteniendo asi, 45 fotografias por ejemplar. Para los
andlisis posteriores, dichas fotografias fueron ordenadas, para cada complejo de
especies, en nueve grupos: 1. Células corticales apicales (CCA), 2. Células subcorticales
apicales (CSA), 3. Células medulares apicales (CMA), 4. Células corticales medias
(CCM), 5. Células subcorticales medias (CSM), 6. Células medulares medias (CMM), 7.
Células corticales basales (CCB), 8. Células subcorticales basales (CSB) y 9. Células
medulares basales (CMB). Cada grupo contenia las fotografias de las especies

analizadas de cada complejo.

El contorno de las células contenidas en cada grupo de fotografias, de cada
complejo, fue capturado en el programa TpsDig2 version 2.22 (Rohlf, 2006; 2015),
mediante una linea continua utilizando la opcién draw background curves, este delineado
se comenz6 desde un punto arbitrario y siempre en sentido de las manecillas del reloj.
Posteriormente, los contornos fueron convertidos a 150 puntos equidistantes para las
células corticales, 200 para las subcorticales y 250 para las medulares; el nimero de
puntos esta relacionado con el tamafio de cada tipo de célula (Figura 5). Los puntos que

conforman a cada contorno seran expresados en coordenadas (X, y).

Figura 5. Ejemplificacion del delineado de las células y su transformacién a puntos

equidistantes.

Descriptores elipticos de Fourier. Las coordenadas de los puntos de cada
contorno se importaron en formato TPS al programa PAST, en el que se sometieron a un
Andlisis Eliptico de Fourier. Este describid la forma de las células mediante 30 funciones

armonicas, cada una con cuatro coeficientes. Para retirar del andlisis los efectos del
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tamafio, la rotacion y la escala de los contornos, se eliminaron los primeros tres
coeficientes de la primera funcion armoénica. Por lo tanto, los coeficientes que
describieron numéricamente la forma de las células fueron 117 (30 armédnicos x 4
coeficientes — 3 coeficientes eliminados), los cuales se utilizaron en los analisis
posteriores. Se calcularon los coeficientes de los descriptores elipticos de Fourier, para

cada grupo de células de ambos complejos.

En el mismo programa, cada grupo de coeficientes arménicos fue sometido a un
andlisis de Componentes Principales (ACP) con la finalidad de evaluar la existencia de un
patron de variacion morfolégica entre las especies, y de esta manera identificar las
medidas que determinan la formacion de grupos dentro del especio multivariado.
Posteriormente, estos fueron sometidos a un NP-MANOVA utilizando la distancia
euclidiana como medida para evaluar la diferencia entre las especies de cada complejo.
La significancia de la separacion de las especies se evalué mediante la permutacion de la
pertenencia al grupo con 9999 replicaciones. La correccibn de Bonferroni para

comparaciones multiples se us6 para el calculo de los valores de p.

Adicionalmente, se realiz6 un analisis de desigualdad isoperimétrica, este analisis
permite saber la tendencia de un objeto a ser esférico mediante un coeficiente
(coeficiente isoperimétrico, Q) que toma valores de cero a uno, donde cero significa que
el objeto no es esférico y uno que es totalmente esférico (Osserman, 1978). El valor de Q
de un contorno cerrado se define como la relacion de su area y la de un circulo con el

mismo perimetro: Q=41A / L2, donde A es el area del objeto analizado y L su perimetro.

Los valores de Q se calcularon en el programa R version 3.3.1 para cada
individuo y tipo de célula en las diferentes porciones del talo. Las diferencias de estos
valores entre especies fueron evaluadas, para el complejo Crassiphycus corneus/C.
usneoides, mediante una serie de pruebas t de permutacion univariante que evallta la
diferencia de medias entre las especies, los valores de p se basaron en 9999
replicaciones. Para el complejo Gracilaria mammillaris, las diferencias fueron evaluadas
mediante un andlisis de similitudes (ANOSIM) utilizando la distancia euclidiana como
medida para evaluar la diferencia entre las especies. La significancia de la separacion se
evalu6 mediante la permutacion de la pertenencia al grupo con 9999 replicaciones. La
correccion de Bonferroni para comparaciones mdltiples se us6 para el calculo de los

valores de p.
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RESULTADOS

Morfometria tradicional

Complejo Crassiphycus corneus/C. usneoides. Los primeros dos componentes
principales explicaron 78.3% de la varianza. Los coeficientes de correlacion entre cada
variable y los componentes uno y dos se muestran en la Tabla 2. El primer CP acumul6
59.12% de la varianza total, y la variable que mejor la explico, segun los coeficientes de
correlacion, fue el diametro mayor del talo en la porcion media (Tabla 2, Figura 6), que
fue considerablemente mayor en Crassiphycus usneoides que en C. corneus, midiendo
en promedio 286.5 y 182.2 um, respectivamente (Figura 7a). El segundo CP explicé
19.18% de la varianza total y de acuerdo con el coeficiente de correlacion mas alto la
variable que mejor la explicé fue el diametro menor del talo en la porcién apical (Tabla 2,
Figura 6), el cual, en promedio fue mayor en C. usneoides (122.4 ym) que en C. corneus
(55.2 ym, Figura 7b).

El NP-MANOVA evidencié que existen diferencias significativas entre las especies
comparadas mostrando un valor de p<0.005 y un valor de F de 5.18.

El dendograma basado en la matriz original de caracteres mostr6 dos grupos
(Figura 8). El primero involucré a todos los ejemplares de Crassiphycus corneus y el
segundo los de C. usneoides, robusteciendo de este modo los resultados del ACP

descrito anteriormente.

Tabla 2. Coeficientes de correlacion de los dos primeros componentes principales y las
24 variables empleadas en el analisis, caso complejo Crassiphycus corneus/C.

usneoides. Los coeficientes de correlacion mas altos se resaltan en negritas.

Medidas Porcion CP1 CP2
Diametro mayor del talo Apical 0.335 0.407
Diametro menor del talo Apical 0.337 -0.723
Diametro mayor del talo Media 0.615 0.090
Diametro menor del talo Media 0.370 0.004
Diametro mayor del talo Basal 0.256 0.422
Diametro menor del talo Basal 0.436 -0.350
Largo células corticales Apical 0.006 0.012
Ancho células corticales Apical 0.006 0.011
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Largo células subcorticales
Ancho células subcorticales
Largo células medulares
Ancho células medulares
Largo células corticales
Ancho células corticales
Largo células subcorticales
Ancho células subcorticales
Largo células medulares
Ancho células medulares
Largo células corticales
Ancho células corticales
Largo células subcorticales
Ancho células subcorticales
Largo células medulares

Ancho células medulares

Apical
Apical
Apical
Apical
Media
Media
Media
Media
Media
Media
Basal
Basal
Basal
Basal
Basal

Basal

0.009
0.008
-0.001
0.001
0.005
0.005
0.023
0.017
0.005
0.002
0.018
0.013
0.011
0.007
0.013
0.023

0.016
0.013
-0.013
0.003
0.010
0.010
0.018
0.023
0.003
0.006
0.027
0.021
-0.008
0.000
0.006
0.009
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diametro menor del talo porcién apical. Los cuadros negros representan la media aritmética y los bigotes el error estandar.
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Complejo Gracilaria mammillaris. Los primeros dos componentes principales
explicaron el 53.63% de la varianza total. Los coeficientes de correlacion entre cada
variable y los componentes uno y dos se muestran en el Tabla 3. El primer CP explicé el
27.77% de la varianza total y las variables que mejor la explicaron, segun los coeficientes
de correlacion mas altos, fueron el largo y ancho de las células corticales de la porcion
media (Tabla 3; Figura 9), ambas fueron, en promedio, mas grandes en G. curtissiae que
en las demas especies del complejo (Figura 10a y b). El segundo componente acumulé el
25.86% de la varianza total y de acuerdo con los coeficientes de correlacion mas altos, el
largo y ancho de las células medulares en la porcién media fueron las medidas que mejor
la explicaron (Tabla 3; Figura 9), siendo en promedio mas pequefias en G. curtissiae que
en G. mammillaris, G. flabelliformis, G. occidentalis y G. suzannae (Figura 10c y d).

La dispersion de los ejemplares en el plano factorial, formado por los dos primeros
componentes principales (Figura 9), muestra la sobreposicion espacial de G. mammillaris,
G. flabelliformis, G. occidentalis y G. suzannae, asi como la segregacién de G. curtissiae
de estas. Los estadisticos descriptivos calculados robustecen estos resultados, donde
podemos observar que las medidas de mayor peso en el ACP segregan del complejo

Unicamente a G. curtissiae (Figura 10).

El NP-MANOVA evidencié que existen diferencias significativas entre algunas de
las especies bajo estudio (p<0.005, F= 5.21). Las comparaciones pareadas o por pares
evidencian que no existen diferencias significativas entre G. mammiillaris, G. flabelliformis,
G. occidentalis y G. suzannae, pero si entre cada una de estas con G. curtissiae (Tabla
4).

El dendograma basado en la matriz original con 24 caracteres confirma la
independencia de G. curtissiae, asi como la similitud morfométrica entre G. mammillaris,

G. flabelliformis, G. occidentalis y G. suzannae (Figura 11).

Tabla 3. Coeficientes de correlacion de los dos primeros componentes principales y las
24 variables empleadas en el andlisis, caso complejo Gracilaria mammillaris. Los
coeficientes de correlacion mas altos se resaltan en negritas.
Medidas Porcién CP1 CP2
Didmetro mayor del talo Apical 0.2194 -0.3655
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Diametro menor del talo
Didmetro mayor del talo
Didmetro menor del talo
Diametro mayor del talo
Didmetro menor del talo
Largo células corticales
Ancho células corticales
Largo células subcorticales
Ancho células subcorticales
Largo células medulares
Ancho células medulares
Largo células corticales
Ancho células corticales
Largo células subcorticales
Ancho células subcorticales
Largo células medulares
Ancho células medulares
Largo células corticales
Ancho células corticales
Largo células subcorticales
Ancho células subcorticales
Largo células medulares

Ancho células medulares

Apical
Media
Media
Basal
Basal
Apical
Apical
Apical
Apical
Apical
Apical
Media
Media
Media
Media
Media
Media
Basal
Basal
Basal
Basal
Basal

Basal

-0.04384

-0.155

0.1884

0.6257

0.4645

0.5632

0.5626

0.3486

0.3832

0.1003

0.1529

0.8358

0.7863

0.4965

0.5455

-0.03871

0.2464

0.6751

0.6198

0.5563

0.5831

0.6127

0.4138

0.5245

0.1997

0.6091

-0.1787

-0.1289

0.0901

0.02887

0.3921

0.4723

0.5781

0.6985

-0.7837

-0.7825

-0.5872

-0.466

0.8826

0.8761

0.5312

0.3416

0.2143

-0.4078

0.2084

0.3714
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Tabla 4. Valores de p resultado de la comparacion pareadas entre especies del

complejo Gracilaria mammillaris, producto del NP-MANOVA.

G. mammillaris G. flabelliformis G. occidentalis G. suzannae

G. mammillaris

G. flabelliformis 0.8435

G. occidentalis 0.0922 0.1439

G. suzannae 0.2587 0.2872 0.9176

G. curtissiae 0.0024 0.0488 0.0116 0.0295
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Morfometria geométrica

Complejo Crassiphycus corneus/C. usneoides. Los nueve ACP realizados, uno
para cada grupo de células, mostraron que los dos primeros componentes resumieron
mas del 75% de la varianza total (Tabla 5). El primer componente principal (CP), en todos
los grupos de células, describié principalmente el ensanchamiento/estrechamiento de las
células, mientras que el segundo CP abarcé el estrechamiento de un extremo de las
células. El analisis NP-MANOVA arrojé que solo la forma de las células corticales de la
porcibn media muestra diferencias significativas entre Crassiphycus corneus/C.
usneoides. El primer CP mostrd que estas células fueron en promedio mas anchas en C.
corneus gque en C. usneoides. Asimismo, el segundo CP indicé que un extremo de estas

células fue ligeramente mas estrecho en C. usneoides que en C. corneus (Figura 12).

Tabla 5. Eigenvalores y porcentajes de variabilidad explicados (%) por los dos primeros

componentes principales de cada grupo.

CP1 CP2
Grupo de células Eigenvalores % Eigenvalores %
Porcién apical células corticales 0.0147 77.48 0.0024 12.91
Porcién apical células subcorticales 0.0163 80.25 0.0016 8.24
Porci6n apical células medulares 0.012 73.29 0.0012 7.64
Porcién media células corticales 0.0125 74 0.0021 12.8
Porcion media células subcorticales 0.0118 72.91 0.0019 12.07
Porcién media células medulares 0.0111 71.26 0.0012 7.8
Porcién basal células corticales 0.0134 75.15 0.0015 8.57
Porcién basal células subcorticales 0.0101 73.84 0.0016 12.09
Porcién basal células medulares 0.0225 86 0.0008 3.32
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Figura 12. Reconstruccion digital de la forma promedio de las células corticales medias y sus variantes extremas posicionadas a lo

largo de los dos primeros componentes principales (CP). La columna de la derecha muestra la sobreposicion de los contornos

medios de ambas especies.
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Las pruebas t de permutacién que se realizaron para comparar los valores de Q
(coeficiente isoperimétrico), para cada grupo de células, indico que soélo las células
corticales medias de C. corneus fueron significativamente mas circulares que las de C.
usneoides. En contraste, los ocho grupos de células restantes no mostraron diferencias

significativas en el indice de circularidad (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados de las pruebas de t de permutacion univariada, realizadas con base
en los valores de Q (coeficiente isoperimétrico), para los nueve grupos de células. Se
muestran los valores promedio de Q para cada tipo de célula y especie, asi como la

significancia de la prueba de t.

Valores medio de Q y significancia

Grupo de células C. corneus C. usneoides Valor p
Porcién apical células corticales 0.834 0.821 0.2983
Porcién apical células subcorticales 0.916 0.909 0.5841
Porcién apical células medulares 0.88 0.887 0.558
Porcion media células corticales 0.894 0.861 0.0033
Porcion media células subcorticales 0.917 0.928 0.1741
Porcion media células medulares 0.861 0.862 0.8825
Porcion basal células corticales 0.888 0.889 0.8428
Porcion basal células subcorticales 0.932 0.945 0.1151
Porcion basal células medulares 0.859 0.863 0.8163

Complejo Gracilaria mammillaris. El andlisis de componentes principales (ACP),
de cada uno de los grupos de células analizadas, mostraron que los dos primeros
componentes resumieron el 80% de la varianza total y presentaron los eigenvalores mas
altos (Tabla 7). El primer componente principal (CP), en todos los grupos de células,
describié principalmente el ensanchamiento/estrechamiento de las células, mientras que
el segundo CP, para algunos grupos describié el ensanchamiento/estrechamiento de un
extremo de las células y para otros lo agudo/romo de un extremo de las células. El
andlisis NP-MANOVA mostr6 que las células corticales en la porciobn media y las células

medulares en la porcion basal presentaron diferencias significativas entre G. curtissiae y
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las deméas especies del complejo G. mammillaris. El resto de las células no fueron

significativamente diferentes.

Tabla 7. Eigenvalores y porcentajes de variabilidad explicados (%) por los dos primeros

componentes principales de cada grupo.

PC1 PC2
Grupo de células Eigenvalores % Eigenvalores %
Porcién apical células corticales 0.0306 89.67 0.0009 2.68
Porcién apical células subcorticales 0.0091 77.08 0.0010 9.16
Porcién apical células medulares 0.0125 83.5 0.0009 6.03
Porcién media células corticales 0.0090 80.86 0.0006 5.90
Porcién media células subcorticales 0.0070 76.78 0.0007 8.21
Porcién media células medulares 0.0257 86.26 0.0012 4.16
Porcion basal células corticales 0.0097 65.82 0.0024 15.25
Porcion basal células subcorticales 0.0111 80.11 0.0010 7.89
Porcién basal células medulares 0.0102 76.41 0.0008 6.48

El ACP, realizado para las células corticales en la porcibn media, evidencié que
estas células fueron en promedio mas anchas en G. curtissiae que, en el resto de las
especies del complejo, explicandolo mediante el primer CP (Figura 13 y 15). Asimismo, el
segundo CP evidencié que las células corticales medias de G. curtissiae fueron, en
promedio, mas anchas en uno de sus extremos que las de G. mammillaris, G.
flabelliformis, G. occidentalis y G. suzannae, quienes presentaron células muy similares
(Figura 13 y 15). Por otra parte, el ACP realizado para las células medulares de la porcion
basal evidencié que estas células, de acuerdo con el primer CP, son en promedio mas
estrechas en G. curtissiae que en G. mammillaris, G. flabelliformis, G. occidentalis y G.
suzannae, especies que presentan células casi idénticas (Figura 14 y 16). El segundo CP
evidencid que las células medulares basales de G. curtissiae, en promedio, fueron

ligeramente mas agudas en uno de sus extremos que en las demas especies del
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complejo, quienes presentaron células ligeramente mas romas y casi idénticas (Figura 14
y 16).

Los valores de Q (coeficiente isoperimétrico) evaluados mediante la prueba
ANOSIM, para cada grupo de células, indic6 que las células corticales en la porcion
media de G. curtissiae tienden a ser significativamente menos esféricas que las de G.
mammillaris (R=14.2, p<0.05), G. flabelliformis (F=13.1, p<0.05), G. occidentalis (F=5.9,
p<0.05) y G. suzannae (F=12.3, p<0.05), especies que no mostraron diferencias
significativas en la esfericidad de este grupo de células. Los ocho grupos de células
restantes no mostraron diferencias significativas en su esfericidad. En la Tabla 8 se

muestran los valores de Q promedio de cada especie para cada grupo de células.
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Tabla 8. Valores promedio del coeficiente isoperimétrico (Q), para las cinco especies y los nueve grupos de células del complejo G.

mammillaris.

Grupo de células

Valores promedio de Q

G. mammillaris G. flabelliformis G. occidentalis G. suzannae G. curtissiae

Porcién apical células corticales
Porcion apical células subcorticales
Porcion apical células medulares
Porcion media células corticales
Porcién media células subcorticales
Porcién media células medulares
Porcion basal células corticales
Porcion basal células subcorticales

Porcion basal células medulares

0.817
0.840
0.818
0.821
0.837
0.784
0.757
0.847
0.841

0.808
0.868
0.778
0.823
0.871
0.825
0.773
0.843
0.839

0.801
0.872
0.847
0.805
0.824
0.785
0.820
0.861
0.863

0.829
0.830
0.793
0.861
0.815
0.721
0.829
0.856
0.852

0.754
0.787
0.769
0.754
0.856
0.857
0.809
0.811
0.823
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Figura 13. Diagrama de los dos primeros componentes principales, obtenidos tras el andlisis de la forma de las células corticales en

la porcién media para la discriminacion de las especies G. mammillaris (A), G. flabelliformis ([J), G. occidentalis (@), G. suzannae

(V) y G. curtissiae (@).
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Figura 14. Diagrama de los dos primeros componentes principales, obtenidos tras el andlisis de la forma de las células medulares
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(V) y G. curtissiae (@).

36
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Figura 15. Reconstruccion digital de la forma promedio de las células corticales de la porcion media y sus variantes extremas
posicionadas a lo largo de los dos primeros componentes principales (CP). En la Ultima fila se muestra la sobreposicion de los
contornos medios de las cinco especies analizadas para ambos componentes; en color naranja se resalta la forma media de las
células de Gracilaria curtissiae.
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Figura 16. Reconstruccion digital de la forma promedio de las células medulares de la porcion basal y sus variantes extremas
posicionadas a lo largo de los dos primeros componentes principales (CP). En la ultima fila se muestra la sobreposicién de los
contornos medios de las cinco especies analizadas para ambos componentes; en color naranja se resalta la forma media de las

células de Gracilaria curtissiae.
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DISCUSION

Los resultados arrojados por los analisis morfométricos realizados en este trabajo
evidencian que los caracteres vegetativos, localizados en zonas especificas del talo,
brindan informacién suficientemente robusta para la delimitacion de las especies
Crassiphycus corneus, C. usheoides y Gracilaria mammillaris. Estos caracteres resultaran
de suma importancia para su correcta identificacién, aun encontrandose distribuidas
simpatricamente. Es importante enfatizar que estos analisis también han mostrado

correspondencia con andlisis moleculares previos.

Complejo Crassiphycus corneus/C. usneoides. Tanto los analisis de
morfometria tradicional, como los de morfometria geométrica, mostraron
consistentemente que los caracteres mas importantes en la discriminacién de las
especies que componen a este complejo se encuentran localizados en la porcion apical y
media del talo, estos fueron: el diametro mayor del talo en la porciébn media, el diametro
menor del talo en la porcion apical y la forma de las células corticales en la porcion
media. Las medidas registradas en la porcién basal no aportaron suficiente informacion
discriminatoria entre las especies. Lo anterior se debe, por un lado, a que las estructuras
basales, entre ellas el talo, tienden a deformarse dada su proximidad al pie de fijacion, el
cual esta conformado por las estructuras de mayor edad, recordando que estas especies
presentan un crecimiento uniaxial, y ademas soporta los fuertes movimientos del agua.
Por otro lado, se sabe que en algunas especies de la clase Floridophyceae, la forma de
las células a lo largo del talo esta directamente influenciada por su elongamiento, el cual
presenta un gradiente apicobasal. En otras palabras, las células apicales generalmente
son mas alargadas que las células medias y basales, y dicho alargamiento, suele
provocar una variabilidad considerable en sus formas, los que las hace ineficaces en la
discriminacion. El elongamiento tiende a disminuir drasticamente hacia la porcion media,
donde la forma de las células es mas estable u homogénea, lo cual no solo ha permitido
la reconstruccion exitosa de esta, sino la discriminacion entre Crassiphycus corneus y C.
usneoides. Hacia la porcion basal, la deformacion por elongamiento es practicamente
nula y las células son duras e isodiamétricas, sin embargo, como se habia mencionado
anteriormente, muchas suelen deformarse dada su edad y los movimientos del agua
(Coomans y Hommersand, 1990; Dreckmann, 2012; Vilchis et al., 2019).

Nufiez-Reséndiz et al. (2015) demostraron molecularmente la presencia y
distribucion simpétrida de C. corneus y C. usneoides en las costas de la Peninsula de
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Yucatan, ademas evidenciaron, mediante un analisis de morfometria tradicional, que no
existian caracteres que las discriminaran, proponiéndolas como un complejo de especies
cripticas. Algunos caracteres morfométricos empleados por estos autores fueron el
diametro mayor y menor del talo, variables que en el presente trabajo resultaron de suma
importancia para la discriminacion. La diferencia entre ambos resultados probablemente
esté en el manejo de los datos, ya que Nufiez-Resendiz et al. (2015) consideraron estas
medidas como el diametro (mayor y menor) promedio de tres cortes transversales
realizados en porciones diferentes del talo (apical, medio y basal), mientras que en este
estudio dichas medidas fueron consideradas separadamente, una por cada porcién. Lo
anterior evidencia que, para la discriminacién de C. corneus y C. usneoides, es de suma
importancia considerar la porcién a lo largo del talo en la que se deben tomar las
medidas.

Complejo Gracilaria mammillaris. Los resultados obtenidos demostraron que no
existen caracteres morfométricos que permitan la discriminacion de las especies
Gracilaria mammillaris, G. flabelliformis, G. occidentalis y G. suzannae, pero Si
evidenciaron consistentemente que existen diferencias entre G. curtissiae y todas ellas.
De acuerdo con el andlisis de morfometria tradicional, los caracteres que permitieron esta
discriminacién se encontraron primordialmente en la porcion media del talo, y del mismo
modo que para el complejo Crassiphycus corneus/C. usneoides esto podria explicarse
mediante el patron apicobasal de edad y deformacién de las estructuras a lo largo del
talo, sin embargo, el andlisis geométrico evidencio que uno de los caracteres con mayor
peso en la discriminacion de G. curtissiae del resto de las especies del complejo, fue la
forma de las células medulares en la porcién basal. Coomans y Hommersand (1990)
mencionan que la deformacién estructural apicobasal no necesariamente se da en todas
las especies de la clase Floridophyceae, ya que algunas suelen mostrar células basales
isodiamétricas, lo cual concuerda con las observaciones al microscopio realizadas
durante este estudio, donde las células medulares en la porcién basal no muestran
deformaciones aparentes, condicibn que brind6é informacion importante para la
discriminacion. Ademas de los caracteres discriminantes detectados mediante los analisis
morfométricos, se pudo observar que el numero de capas de células corticales en la
porcion basal es menor en G. curtissiae, presentando de una a dos capas, mientras que
el resto de las especies del complejo presenta de 14 a 32 capas.

Gurgel et al. (2004a; 2004b; 2018), Gurgel y Fredericq (2004) y Soares et al.

(2018) han evidenciado la dificultad que representa la identificacion de las especies
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comprendidas en el complejo G. mammillaris dada la sobreposicion de muchos de sus
caracteres diagndsticos y al distribuirse, muchas de estas especies, simpatricamente.
Molecularmente y contrario a los resultados presentados aqui, los mismos autores, han
propuesto que algunas especies dentro de este complejo como G. mammillaris, G.
flabelliformis, G. occidentalis y G. suzannae son entidades genéticas diferentes a pesar
de su similitud morfolégica, sin embargo, es importante resaltar que las distancias
genéticas que ellos consideraron para la delimitacién de estas especies varian entre
1.3% y 1.8%, valores bajos si se toma en cuenta que el valor minimo reportado en la
literatura para la delimitacion de especies dentro del género Gracilaria es del 2%
(Dreckmann et al., 2018; Le et al., 2019). Lo anterior podria ser una explicacion a la
imposibilidad de diferenciar aun, tanto morfolégica como morfométricamente, a estas
especies. Por otra parte, las distancias genéticas de G. curtissiae con respecto a las
demés especies del complejo superan el 2%, colocdndose en un clado diferente (ver
Soares et al., 2018). Esta independencia genética se ve claramente reflejada en los
resultados morfométricos aqui presentados.

El nombre taxonémico asignado a los ejemplares de G. curtissiae analizados en el
presente trabajo, provenientes de Bahia Tortugas, Campeche, parte de la identificacion
molecular previa realizada por Hernandez (2020), quien asigno el nombre dada la
correspondencia molecular con ejemplares nombrados en GenBank (base de datos de
secuencias genéticas) como G. curtissiae procedentes de Venezuela y Brasil, sin
embargo, existen antecedentes que demuestran que estos ejemplares corresponden en
realidad con G. mammillaris (Hardesty y Freshwater, 2018), ya que molecularmente
muestran una coincidencia exacta con el ejemplar tipo de esta especie descrito por
primera vez como Rhodymenia mammillaris con localidad tipo en Martinica, de tal modo
que los especimenes analizados aqui, originalmente identificados como G. curtissiae son
en realidad G. mammillaris, por lo que, de acuerdo con los resultados presentados, es la
Unica especie que se ha diferenciado del resto del complejo.

Derivado de lo anterior se demuestra consistentemente que los ejemplares
designados en el presente estudio como G. mammillaris no corresponden a tal especie,
mostrando una variacion morfométrica semejante a la del resto de las especies del
complejo. Esta probleméatica nomenclatural se debe a que los caracteres tradicionales
para identificar a la especie G. mammillaris se circunscriben en la descripcién del
ejemplar epitipo asignado por Gurgel et al. (2004a), dada la degradacion del ejemplar tipo

(R. mammillaris), destacando ademas que Hardesty y Freshwater (2018) evidenciaron
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que no existe correspondencia molecular entre ambos tipos, derivando en la propuesta
de una nueva especie a partir del epitipo nombrada G. gurgelii Freshwater. De este
modo, en el presente trabajo se propone que el nombre del complejo Gracilaria
mammillaris cambie en torno al epitipo, Gracilaria gurgelii.

A continuacion, se presenta la diagnosis actualizada de las especies
Crassiphycus corneus y C. usheoides, asi como la de G. mammillaris. La descripcién de
esta Ultima se hara partiendo de la descripcién original del tipo dada la problematica

antes mencionada.

Crassiphycus corneus (J. Agardh) Gurgel, J.N. Norris & Fredericq

Gracilaria cornea J. Agardh, 1852: 598 (Localidad tipo: Pernambuco, Brasil). Lectotipo:
Hoja #29370 -espermatangial- en el Herbario Agardhiorum (LD). Designado por Bird et al.
(1986: 2049, fig. 8, male). Sintipo: Hoja #29370 -tetrasporangial- en el Herbario
Agardhiorum (LD, BM, FH).

Sinébnimos homotipicos:

Gracilaria cornea J.Agardh 1852

Hydropuntia cornea (J.Agardh) M.J.Wynne 1989

Crassa cornea (J.Agardh) Gurgel, J.N.Norris & S.Fredericq 2018

Etimologia: Una especie de Crassiphycus con aspecto y consistencia cornea o dura.

Descripcién: Talo erecto, robusto, ligeramente elastico, de consistencia cornea, muy
frecuentemente irregular y con protuberancias, 8-25(30) cm de altura; verde pélido a café
oscuro, con manchas mas claras (amarillo paja) a lo largo del talo. Ramificacion
abundante e irregular. Las ramas son complanadas a cilindricas y de bases continuas
(sin constricciones). Los segmentos apicales con tendencia a la unilateralidad
(ramificacion pectinada). Pie de fijacion inconspicuo, discoidal. Superficie lisa. Apices
redondeados. Estipite largo y robusto. No se adhiere al papel de herbario. Células
subcorticales de 30-40(45) um en diametro. Las células medulares miden 100-320 um en
diametro y van disminuyendo su tamafio hacia la superficie, mas de 10 capas a lo largo
de una linea media imaginaria. Las células corticales superficiales son claviformes o
piriformes, 10-15 um en diametro. Espermatangios en conceptaculos multicavitarios,

subcorticales y muy variables en forma, 50-70(100) um en diametro por 60-80(100)-120
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um de largo. Cistocarpos amplios, 800-2100 um en diametro, sésiles y no apiculados, en
corte la masa carposporangial madura tiene aspecto de media luna y se distingue
claramente de la zona estéril o interfértil del gonimoblasto, éste es amplio y masivo, una
pequeia linea de luz es visible entre las carposporas maduras y el pericarpo externo.
Células tubulares en contacto entre el gonimoblasto y el pericarpo interno. Tetrasporagios
localizados a lo largo de la corteza, 25-30(35) um en diametro, delimitados por células
corticales alargadas. Didmetro mayor de la porcion media del talo de 182um. Didmetro
menor y mayor de la porcién apical del talo de 55.2 y 196.5um respectivamente. Células
corticales en la porcion media del talo ovaladas ligeramente estrechas de un extremo.
Modificado de Dreckmann (2012).

Crassiphycus usneoides (C. Agardh) Gurgel, J.N. Norris & Fredericq
Sphaerococcus usneoides C. Agardh, 1822: 595 (Localidad tipo: Brasil).

Sinébnimos homotipicos:

Sphaerococcus usneoides C.Agardh 1822

Laurencia usneoides (C.Agardh) Kitzing 1849

Gracilaria usneoides (C.Agardh) J.Agardh 1852

Ceramianthemum usneoides (C.Agardh) Kuntze 1891
Hydropuntia usneoides (C.Agardh) Gurgel & Fredericq 2004
Crassa usneoides (C.Agardh) Gurgel, J.N.Norris & Fredericq 2018

Etimologia: C. usneoides de aspecto similar a Usnea (un género de liqguenes).

Descripciéon. De acuerdo con Agardh (1852: 595), Bagrgesen (1913-1920: 378) y Taylor
(1960: 442), la variedad se caracteriza por incluir: plantas arbustivas de 4-8 cm de alto,
cartilaginosas, quebradisas una vez secas, de color rojiso. Nuestro examen permitio
agregar: ramificacion dicotdbmica a ligeramente subdicotOmica; las ramas superiores
subsecundas a divaricadas o cervicornes; ramas joévenes (segmentos apicales)
subdisticas. Ramas con bases continuas (sin constricciones). Apices obtusos. Estipite
largo y robusto. No se adhiere al papel de herbario. La construccién cortical, subcortical,
medular y reproductiva no difiere de la variedad tipo, excepto, por supuesto, en las
medidas. Difiere de la variedad tipo Unicamente en ser mas suave, mas delgada (0.8-1.0

mm) y ligeramente mas ramificada. Didmetro mayor de la porcion media del talo de
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286um. Didmetro menor y mayor de la porcion apical del talo de 122 y 134um
respectivamente. Células corticales en la porcion media del talo ovaladas notablemente

estrechas de un extremo. Modificado de Dreckmann (2012).

Gracilaria mammillaris (Montagne) M. Howe

Rhodymenia mammillaris Montagne, 1842: 252 (Localidad tipo: Martinica, Antillas,
Caribe).

Sinénimos homotipicos
Rhodymenia mammillaris Montagne 1842
Palmaria mammillaris (Montagne) O.Kuntze 1891

Sinénimos heterotipicos

Gracilaria dichotomoflabellata P.Crouan & H.Crouan 1865

Etimologia. Una especie de Gracilaria con mamilas; los cistocarpos se parecen a las

tetas de ciertas hembras placentarias.

Descripcién. Talo gregario, solitario o en parches grandes, resistentes y carnosos, con
una longitud que oscila entre los 9 y 14cm, color rojo oscuro; ramas numerosas, algunas
veces dicotdmicas, aplanadas, hasta de 1cm de ancho; apices redondeados, a menudo
con muescas. Células medulares de 74um de ancho y 117um de largo en la porcion
media del talo; en la porcién basal ovaladas considerablemente estrechas. Corteza de 1-
3 capas celulares a lo largo del talo; células superficiales rectangulares con un diametro
de 5-18um, densamente pigmentadas. En la porcion media del talo células corticales de
45um de ancho y 61.5 de largo; ovaladas a esféricas con un extremo ligeramente
estrecho. Células subcorticales en la porcién media del talo de 44um de largo y 26.7um
de largo. Estipite corto, cilindrico y ramificado. Pie de fijacién poco conspicuo y discoidal.
Tetrasporangios esféricos a ovales con didmetro de 25-35um, dispuestos debajo de la
superficie. Espermatangios en pequefias cavidades con forma de vaso. Cistocarpos
hemisféricos (mamilares) de 1-1.3mm de diametro; carposporas esféricas a irregulares de
30um de largo (Modificada de Littler y Littler, 1997).
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CONCLUSIONES

e La aplicacion de los andlisis morfométricos y técnicas multivariantes utilizados en este
proyecto permitieron caracterizar y discriminar a las especies del complejo
Crassiphycus corneus/C. usneoides, asi como a G. mammillaris (aqui G. curtissiae) de
G. flabelliformis, G. occidentalis y G. suzannae.

e Los resultados han evidenciado que las caracteristicas morfométricas que permiten la
discriminacién de las especies bajo estudio se encuentran primordialmente en las
porciones apical y media para el complejo Crassiphycus corneus/C. usneoides, y en
las porciones media y basal del talo para el complejo G. mammillaris.

e Se brinda una actualizacion de las descripciones de las especies Crassiphycus
corneus, C. usneoides y G. mammillaris.

e Se propone que la descripcion actualizada de G. mammillaris gire en torno a la
diagnosis de Rhodymenia mammillaris, ejemplar tipo.

e Se propone que el nombre del complejo Gracilaria mammillaris se circunscriba a la
descripcion del ejemplar epitipo, G. gurgelii.

¢ Los caracteres vegetativos que discriminan a Crassiphycus corneus de C. usneoides,
y a Gracilaria mammillaris del resto de las especies del complejo, permitiran
identificarlas correctamente, aun siendo especies con distribucion simpéatrida.

e Los andlisis morfométricos abstraen eficientemente las diferencias fenotipicas entre
las especies, aspecto basico e importante dentro de la sistematica, ya que las
especies son la unidad fundamental de otro tipo de andlisis, como por ejemplo, los
biogeograficos, ecoldgicos o de conservacion.

e Los resultados presentados en este trabajo pueden servir como referencia para la
delimitacion eficiente y precisa de otras especies de algas rojas con los mismos

problemas taxonémicos.
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de las especies simpatridas Con base en 1la Legislacién de la Universidad Auténoma
de los géneros Crassiphycus Metropolitana, en la Ciudad de México se presentaron a las
y Gracilaria (Rhodophyta) en 10:00 horas del dia 17 del mes de noviembre del afo 2020
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