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RESUMEN

Hydropuntia cornea es una especie de alga roja estrictamente marina comun en el Golfo de
México y el Mar Caribe, caracterizada por presentar un amplio espectro de plasticidad
fenotipica. Para determinar la variacion genética al interior de sus poblaciones en México,
se utilizaron 133 muestras recolectadas en 11 localidades a lo largo de la Peninsula de
Yucatan y tres en Venezuela y Brasil, las cuales fueron analizadas bajo la informacion de
cinco marcadores moleculares organizados en dos grupos: las regiones espaciadoras
RuBisCo, cox2-3 y el gen ITS que fueron utilizados para anélisis de variacion genética vy,
los genes rbcL y COI utilizados para filogenia. Los resultados con el primer grupo de
marcadores revelaron que al interior de las poblaciones mexicanas de H. cornea, existen
dos grupos genéticamente diferenciados, Gl y GllI. El segundo grupo de marcadores reveld
que estos grupos genéticos corresponden con dos especies conocidas para el area: H.
cornea e H. usneoides. EI mejor marcador para estudios de variacion genética en la especie
fue la region espaciadora de la RuBisCo. La emersion del Blogue de la Peninsula de
Yucatan durante el Mioceno temprano (hace 19 ma), inicid el proceso de especiacion que
aislé geograficamente a Campeche y, que tras el cierre del Istmo de Panama durante el
Plioceno medio (hace 3.1 ma), termind con la separacion de la especie ancestral en las
actuales especies H. cornea e H. usneoides. Dado que el proceso de especiacion ente ellas
ha sido muy reciente, su separacion no fue completa. Aunque el flujo genético entre ambas
especies se ha interrumpido, permanecen interconectadas en las redes haplotipicas. A
diferencia de la region espaciadora cox2-3, la cual mostrd tres haplotipos (C1-C3), la region
espaciadora de la RuBisCo, revel6 la mayor diversidad genética con 12 haplotipos (R1-

R12). Dado que el haplotipo R1 (designado como posible ancestro) corresponde con H.
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usneoides, se infiere que esta especie es la mas parecida al ancestro de ambas especies. La
reduccion del tamafio poblacional de H. cornea e H. usneoides, favorecio, como resultado
de un proceso de expansién demogréafica reciente en ambas especies, el incremento de la
variacion genética al interior de sus poblaciones, principalmente para las poblaciones de
Campeche, las cuales mostraron la mayor variacion genética. La presencia del haplotipo R1
a ambos lados de la Peninsula de Yucatan asi como la composicion haplotipica que revela
una ruptura genética en Puerto Sisal, sugieren que la especie ancestral de H. cornea e H.
usneoides, se origind en Campeche y desde ahi migro al resto del Mar Caribe hasta el norte
de Brasil. Dada la distribucion de los haplotipos R1-R12 al interior de las poblaciones, el
Mar Caribe resulté ser un ambiente homogéneo en contraste con el Golfo de México, el
cual, tanto por los constantes aportes de agua dulce, la falta de sustratos rocosos que
faciliten el establecimiento de las especies y la convergencia de corrientes oceanograficas,
lo convierten en un ambiente heterogéneo. Asi pues, existe una relacion entre la distancia
genética y la distancia geografica. La distribucion de H. cornea esta restringida al Caribe,
mientras que a H. usneoides se le encuentra tanto en el Caribe, en simpatria con H. cornea,
como en el Golfo de México, en donde es muy abundante y conspicua. Ambas especies
estan ausentes en Tabasco y Veracruz. A pesar de que Pernambuco es la localidad tipo de
H. cornea, no se le encontrd en esta localidad. Un tercer grupo genético, correspondiente
con el haplotipo R12 exclusivo de Pernambuco, parece estar involucrado en la estructura
genética de H. cornea e H. usneoides. Existe una alta variacion morfolégica al interior de
H. cornea e H. usneoides, pero el rango de plasticidad fenotipica de ambas especies se
sobrepone en un cien por ciento. La ausencia de caracteres morfolégicos que las separen las

coloca como un complejo morfoldgico de especies cripticas: H. cornea/H. usneoides.
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ABSTRACT

Hydropuntia cornea is a strictly marine species of red algae common in the Gulf of Mexico
and Caribbean Sea, characterized by having a broad spectrum of phenotypic plasticity. To
determine the genetic variation within populations in Mexico, 133 samples collected from
11 localities along the Yucatan Peninsula and three in VVenezuela and Brazil, were analyzed
under the information of five molecular markers organized into two groups: RuBisCo
spacer, cox2-3 spacer and ITS for genetic variation analysis and rbcL and COI for
phylogenetic analysis. The results with the first group of markes revealed that within the
Mexican populations of H. cornea, there are two genetically distinct groups, Gl and GlI.
The second group of markers reveled that these genetic groups correspond to two species
known for the area: H. cornea and H. usneoides. The best marker for studies of genetic
variation in the species was RuBisCo spacer. The emergence of the block the Yucatan
Peninsula during the Early Miocene (last 19 my), began the process of speciation that
geographically isolated Campeche and that after the closure of the Isthmus of Panama
during the middle Pliocene (makes 3.1 m), finished with the separation of the ancestral
species into the current species H. cornea and H. usneoides. Since the speciation process
between them has been very recent, the separation between both species was not complete.
Although gene flow between the two species has been discontinued, they remain
interconnected networks haplotype. Unlike cox2-3 spacer, which showed three haplotypes
(C1-C3), RuBisCo spacer, reveled the greatest genetic diversity with 12 haplotypes (R1-
R12). Since R1 haplotype (designated as a possible ancestor) corresponds to H. usneoides,
it follows that this species is most similar to the ancestor of both species. The reduction in

population size of H. cornea and H. usneoides favored as a result of a process of recent
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demographic expansion in both species, increased genetic variation within populations,
especially for populations of Campeche, which showed the greatest genetic variation. The
presence of haplotype R1 on both sides of the Yucatan Peninsula as well as the haplotype
genetic composition that reveals a genetic break in Puerto Sisal, suggests that the ancestral
species of H. cornea and H. usneoides, originated in Campeche and migrated from there to
the rest of the Caribbean Sea to the north of Brasil. Given the distribution of R1-R12
haplotypes within populations, the Caribbean Sea proved a homogeneous environment in
contrast to the Gulf of Mexico, which, therefore the constant input of fresh water, lack of
rocky substrates to facilitate the establishment of the species and the convergence of
oceanographic currents, make it a heterogeneous environment. Thus there is a relationship
between genetic distance and geographical distance. Hydropuntia cornea distribution is
restricted to the Caribbean, while H. usneoides it is found in the Caribbean, in sympatric
with H. cornea, as in the Gulf of Mexico, where it is abundant and conspicuous. Both
species are absent in Tabasco and Veracruz. Although Pernambuco is the type locality of H.
cornea, it was not found in this location. A third genetic group, corresponding to the unique
haplotype R12 from Pernambuco, appears to be involved in the genetic structure of H.
cornea and H. usneoides. There is a high morphological variation within H. cornea and H.
usneoides, but the range of phenotypic plasticity of both species is superimposed on one
hundred percent. The absence of morphological characters that separate them, places them

as a morphological complex of cryptic species: H. cornea/H. usneoides.
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1. INTRODUCCION

Hydropuntia cornea (J. Agardh) M.J. Wynne es una especie de alga roja del orden
Gracilariales (Rhodophyta) comun en el Atlantico americano. Se distribuye desde el sur de
Florida hasta el norte de Brasil en Pernambuco, siendo esta su localidad tipo (Taylor 1960;
Wynne 2011). Particularmente en México, ha sido registrada al sur de Veracruz y alrededor
de toda la Peninsula de Yucatan (Dreckmann 2012), donde es muy abundante. El alto
contenido de agar en su pared celular (70%), la han convertido en un recurso
econdomicamente muy importante (Robledo & Freile 1997), por lo que, aunque en México
no se haga un manejo sustentable de la especie, su recoleccion y exportacion constituye una
alternativa econdmica para los pescadores del area en temporada de veda (Ordufia et al.
2002). Es una especie bentdnica, basicamente epilitica (creciendo en rocas) o pasmofitica
(creciendo en arena), no existen formas sesiles; es estrictamente marina (requiere altos
niveles de salinidad para su desarrollo) y se reproduce tanto de manera sexual, por
meiosporas (tetrasporas) y mitosporas (carposporas), como de manera asexual, por
fragmentacion del talo. Ambas formas de reproduccion son dispersadas por corrientes

oceanicas (Dreckmann 2012).

Morfologicamente, Hydropuntia cornea se caracteriza por presentar un talo erecto, robusto,
ligeramente elastico, de consistencia cornea, muy frecuentemente irregular y con
protuberancias, 8-25 (30) cm de altura; verde palido a café oscuro, con manchas mas claras
(amarillo paja) a lo largo del talo. Ramificacion abundante e irregular. Ramas complanadas
a cilindricas y de bases contintas (sin constricciones). Segmentos apicales con tendencia a
la unilateralidad (ramificacién pectinada). Pie de fijacion inconspicuo, discoidal. Superficie

lisa. Apices redondeados. Estipite largo y robusto. Células subcorticales de 30-40 (45) um
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en didmetro. Células medulares de 100-320 um en didmetro que van disminuyendo su
tamafio hacia la superficie, mas de 10 capas a lo largo de una linea media imaginaria.
Células corticales superficiales claviformes o piriformes, 10-15 pm en diametro.
Espermatangios en conceptaculos multicavitarios, subcorticales y muy variables en forma,
50-70 (100) um en diametro por 60-80 (100)-120 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, este es amplio y masivo, una pequefia linea de luz es visible entre las
carposporas maduras y el pericarpo externo. Células tubulares en contacto entre el
gonimoblasto y el pericarpo interno. Tetrasporangios localizados a lo largo de la corteza,
25-30 (35) um en diametro, delimitados por células corticales alargadas (Dreckmann 2012)

(Figura 1).

Carposporangio

-~ Tetrasporangios

FIGURA 1. Representacion esquemdtica de los principales caracteres que definen a Hydropuntia cornea,
resaltando a las estructuras vegetativas: médula y corteza (izquierda) y a las estructuras reproductoras:
cistocarpos, espermatangios y tetrasporangios (derecha). Modificado de Dreckmann 2012 y Dreckmann &

Senties 2014).
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Sin embargo, el amplio espectro de plasticidad morfolégica que exhibe al interior de sus
poblaciones (Figura 2), ha dificultado el establecimiento de sus limites con otras de las
especies del género con quienes comparte distribucion en la Peninsula de Yucatan. Tal es el
caso con Hydropuntia usneoides (C. Agardh) Gurgel & Fredericq, especie
morfolégicamente muy parecida con quien no sélo comparte el intervalo de distribucion
(NURez-Resendiz et al. 2015), sino que ademas, se sobrepone en casi la totalidad de sus
caracteres morfoldgicos, “diferenciandose” Unicamente en que H. usneoides es “mas suave,

maés delgada (0.8-1.0 mm) y ligeramente mas ramificada” (Dreckmann 2012).
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FIGURA 2. Espectro de variacion morfologica en poblaciones del Caribe mexicano de Hydropuntia cornea.

Ejemplares de herbario referidos en Dreckmann (2012). Barra de escalas= 4 cm.
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La taxonomia asistida molecularmente (Cianciola et al. 2010), ha ayudado a clarificar
nuestro conocimiento sistematico, ya que permite una mejor comprension de las relaciones
entre grupos cuyos individuos son muy dificiles de identificar debido a la convergencia
evolutiva y/o a la influencia del ambiente sobre la expresion fenotipica (NUfiez-Resendiz et

al. 2015).

Los estudios de diversidad genética por lo tanto, constituyen un componente fundamental
de la biodiversidad que cuantifica la magnitud de la variabilidad genética al interior de las
poblaciones de una especie, y, que a traves de las medidas de diversidad genética, han
contribuido a la comprension de la naturaleza de las fuerzas evolutivas que acttan sobre los

patrones de variacion genética y la historia evolutiva de las especies (Yow et al. 2011).

1.1. CONCEPTOS DE ESPECIE Y MODELOS DE ESPECIACION

A lo largo de la historia de la sistemética se han propuesto numerosos conceptos de especie
(Morrone 2013). Los principales conceptos de especie relacionados con la tematica del
presente trabajo de tesis son: (1) el concepto de especie bioldgica, referido a un grupo de
poblaciones naturales, genéticamente similares, interfértiles y aisladas reproductivamente
de otros grupos semejantes (Mayr 1957); (2) el concepto de especie genética, referido a un
grupo de organismos que poseen el potencial de intercambio genético (referido a los limites
para la difusion de nuevas variantes genéticas mediante flujo genético) o demografico
(referido a los factores que definen el nicho fundamental de la especie) (Dobzhansky 1950;
Simpson 1943; Templeton 1989); (3) el concepto de especie morfolégica o morfoespecie,
referido a individuos morfoldégicamente similares, generalmente asociados a una

distribucién geografica; (4) concepto de especie tipologica, asociado a un grupo de
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organismos que se asignan a una especie si comparten ciertos atibutos fijos o escenciales
(Ruse 1987); (5) concepto de especie criptica referido a especies genéticamente aisladas
pero indistinguibles morfoldgicamente y; (6) concepto de especie filogenética, referido a
conjunto de organismos agrupados a partir de evidencia monofilética, usualmente por

sinapomorfias (Morrone 2013).

Por otro lado, estan los modelos de especiacion referidos al conjunto de procesos que
explican el origen de nuevas especies por factores intrinsecos (cambios genéticos y
cromosomicos que ocurren en los linajes) y extrinsecos (atributos espaciales o geograficos
que aislan a los linajes). Los principales modelos aqui referidos son: (1) especiacion
alopatrica, que consiste en la separacion geografica de dos poblaciones relativamente
grandes a partir de una poblacion ancestral, a cual adquiere independencia como linajes
(Morrone 2013) y; (2) especiacion simpatrica, la cual ocurre cuando se diferencian una o
mas especies nuevas nuevas a partir de una especie ancestral sin que exista segregacion

geogréfica de las poblaciones (Wiley 1981).

1.2. ALGUNOS CONCEPTOS RELACIONADOS CON LOS ESTUDIOS DE DIVERSIDAD

GENETICA

Entendemos como plasticidad fenotipica a la propiedad de un genotipo de producir mas de
un fenotipo para un organismo como respuesta a diferentes condiciones ambientales
(Schilling & Pigliucci 2004). Sin embargo, no todos los genotipos responden
diferencialmente al ambiente y no todos los cambios ambientales provocan fenotipos
diferentes, es decir, en organismos que comparten las mismas condiciones ambientales, es

posible encontrar mas de un genotipo (variacion genética) bajo un mismo fenotipo. Asi,
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cuando se producen dos fenotipos diferentes asociados a una estructura genética, estamos
hablando de verdadera variacion morfologica (Pigliucci 2001). En este sentido, la
genética de poblaciones tiene como objetivo describir la estructura genética (oculta bajo la
plasticidad y/o monotonia fenotipica) y la distribucion de las frecuencias alélicas para
explicar la evolucién a micro escala. La estructura genética de una poblacion, es el
resultado de los procesos microevolutivos y demogréficos que actlan entre y dentro de las
poblaciones, asi como la biogeografia historica de los linajes genéticos (Wenink et al.
1996). La frecuencia alélica, se refiere a la proporcion observada de un alelo especifico
respecto al conjunto de los que pueden ocupar un locus determinado en la poblacion
(Rodriguez-Arnaiz et al. 2009). A una poblacion la entendemos como un grupo local de
individuos que pertenecen a la misma especie (Rodriguez-Arnaiz et al. 2009).

La diversidad geneética dentro de una poblacion tiene efectos ecologicos sobre su
establecimiento, desarrollo y sostenibilidad, asi como en sus interacciones dentro de una
comunidad o ecosistema (Hughes et al. 2008). Dichos efectos e interacciones son
estudiados por la filogeografia, que es la rama de la biogeografia que trata de los principios
y procesos que rigen las distribuciones geograficas de los linajes genealdgicos o
filogenéticos, especialmente entre y dentro de las especies cercanamente relacionadas
(Avise 1998; 2000). El analisis de éstos y su interpretacion, requieren de datos provenientes
tanto de la filogenia molecular (macroevolucién) y la genética de poblaciones
(microevolucién), como de la geologia y la geografia historica (Hernandez-Bafios et al.
2005). Los estudios filogeograficos requieren de una serie de analisis que permitan la
obtencién de resultados robustos sobre la relacion entre la estructura poblacional y la
distribucidn e historia de las especies. Los analisis mas cominmente empleados para dicho

propdsito son primeramente la construccion de arboles. Principalmente son de dos tipos, los
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arboles de parsimonia y los arboles probabilisticos (Maxima verosimilitud e inferencia
Bayesiana).

Los arboles de parsimonia consisten basicamente en una red haplotipica, la cual se define
como el conjunto de nodos que trazan las relaciones evolutivas entre haplotipos. Existen
varios métodos para la construccién de redes, sin embargo, el método empleado con mayor
frecuencia es el método de parsimonia estadistica, ya que es el método mas adecuado para
la evaluacion de la robustez de la construccién de arboles a partir de datos que contienen
pocos sitios parsimoniosamente informativos (Templeton et al. 1992; Templeton & Sing
1993). Los arboles de parsimonia se construyen con base en los haplotipos de la poblacion.
Un haplotipo es un arreglo Unico en la composicion alélica dentro de una poblacion y
tienden a heredarse juntos. Se manifiestan como haplotipos ancestrales, que son
haplotipos ya existentes en una poblacion que pueden sufrir, a lo largo de muchas
generaciones, recombinaciones que pueden alterar las combinaciones de los polimorfismos
de un gen y que se reconocen por el nimero de conexiones con otros haplotipos en un red y
el nimero de individuos en la poblacion que lo presentan (Templeton et al. 1992);
haplotipos Unicos, presentes en un sélo organismo o0; haplotipos compartidos,
conformados por individuos de distintas poblaciones. La presencia de estos ultimos indica
que existe conexion genética entre las poblaciones. Si no existe conexion genética entre
ellas se dice que las poblaciones estan aisladas, es decir, existe aislamiento por distancia
(Wrigth 1943), el cual se calcula mediante una prueba de MANTEL que evalia la
significancia estadistica de la correlacién de una matriz alélica y una matriz geogréafica
(Sokal 1979).

Las variaciones moleculares genéticas (alélicas o nucleotidicas) dentro de las secuencias,

proporcionan la descripcién de la variacion genética de los organismos (Hedrick 2000).
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Una vez obtenida la red haplotipica, es posible utilizar esta variacion para conocer las
relaciones evolutivas entre los alelos o haplotipos, asi como sus frecuencias y distribucién
espacial (Templeton 1998).

Por otro lado, los estadisticos de F (Wright 1951) describen la estructura genética de los
organismos diploides a partir de las frecuencias alélicas obtenidas de diferentes localidades
geograficas para estudiar el flujo génico o para cuantificar la subdivision de la poblacién
(Wright 1931). Estos estadisticos son Fis (correlacion entre alelos homdlogos en los
individuos con referencia a la poblacion local), Fit (correlacion alélica con referencia a la
poblacion local) y Fst (varianza de la frecuencia alélica de las poblaciones). Este ultimo es
el mas utilizado. Cuando una poblacién llega a un estado de equilibrio como resultado del
balance entre la mutacion, la deriva génica y el intercambio genético, el flujo genico dentro
y entre las poblaciones reales puede expresarse como una tasa de migracion m. Esta se
define como la proporcién de alelos en cada generacion que es de origen migratorio. Aln
cuando es dificil de separar la influencia de la deriva génica y del flujo génico, el producto
de Nm (donde N es el tamafio de una poblacién subdividida equitativamente bajo un
“modelo de isla” y que intercambia alelos con igual probabilidad) puede estimarse a partir
de los estadisticos F de Wright, de los alelos privados (aquellos que se encuentran solo en
una poblacién) y de las filogenias alélicas (Avise 1994; Hey & Machado 2003).

Con base en las distancias genéticas entre los individuos, obtenidas a partir de un analisis
de AMOVA, se pueden obtener estimaciones provisionales de tiempo absoluto de
coancestria. Estos estimados de tiempo dan como resultado frecuencias pareadas de
distribuciones de tiempos de coancestria conocidas como distribuciones Mismatch, las
cuales pueden ser unimodales (en poblaciones que han sufrido reciente expansion

demogréafica) o multimodales (en poblaciones en equilibrio demogréafico) (Schneider et al.
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2000). Los datos de distribucion Mismatch, son representados en un histograma
(distribucion observada), en donde son comparados con un modelo de una poblacion en
expansion repentina (distribucion esperada) (Rogers & Harpending 1992).

El AMOVA (Andlisis de Varianza Molecular), es un andlisis de varianza poblacional, a
partir de datos moleculares, que estima diferentes niveles de diversidad genética expresados
en los indices Fct (asociado a la variacién entre grupos), Fst (asociado con la variacion
dentro de poblaciones) y Fsc (asociado a la variacion entre poblaciones dentro de los
grupos), con la intencion de evaluar la existencia de estructura genética en una poblacion.
Para ello, es importante conocer la diversidad haplotipica (probabilidad de que dos
haplotipos tomados al azar sean diferentes) y la diversidad nucleotidica (probabilidad de
que dos nucledtidos con homologia de posicién y tomados al azar sean distintos) (Excoffier
et al. 1992).

EI SAMOVA (Analisis espacial de varianza molecular), es un anélisis espacial de varianza
que permite estimar si existe una diferencia significativa entre los haplotipos de una especie
a través de la definicién de grupos geograficamente homogéneos (Dupanloup et al. 2002).

También permite identificar barreras geograficas entre los grupos.

1.3. LOS MARCADORES MOLECULARES

El ADN es la molécula informativa para los analisis filogenéticos y de genética de
poblaciones. La mayoria de los estudios de filogeografia se basan en datos de secuencias
obtenidas de diferentes genes, ya que a diferencia de los primeros analisis de genética de
poblaciones realizados con aloenzimas (electroforesis de proteinas) en los que se reveld

poca 0 nula diferenciacion genética intraespecifica (Zink et al. 1991; Avise 2000), los
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estudios realizados con ADN proporcionaron los primeros datos accesibles de genealogias

de genes a nivel intraespecifico.

Por lo tanto, el empleo de marcadores moleculares, juega un papel prioritario en el
establecimiento de la diversidad genética de las especies altamente plasticas (Bird &
McLachlan 1982), como lo son las especies del género Gracilaria en sentido amplio (Lyra
et al. 2015a). Los marcadores moleculares son biomoléculas que se pueden relacionar con
un rasgo genético. Las biomoléculas que pueden ser marcadores moleculares son las
proteinas (antigenos e isoenzimas) y el ADN (genes conocidos o fragmentos de secuencia y
funcion desconocida). Un marcador molecular monomorfico es invariable en todos los
organismos estudiados, pero cuando presenta diferencias en el peso molecular, actividad
enzimatica, estructura, o sitios de restriccion, se dice que es polimorfico. A veces el grado
de variacion es tal que se denominan hipervariable. Los avances de la tecnologia del DNA
recombinante han permitido el desarrollo de los marcadores moleculares basados en el
ADN, consiguiendo estabilidad y precision en la identificacion de especies y variedades

(Claros-Diaz 2015).

Bajo este panorama, en estudios de filogenia, diversidad genética y/o filogeografia de algas
altamente plasticas, los cuales se describen en la seccion de antecedentes (Estudios
taxonomicos molecularmente asistidos), han sido empleados diversos marcadores

moleculares. Los mas comunes, utilizados en Gracilariales, se resumen en la Tabla 1.
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TABLA 1. Principales marcadores moleculares cominmente empleados en estudios de filogenia, diversidad

genética y/o filogeografia de especies de Gracilariales.

Genoma Marcadores Referencia Tipo de estudios en
moleculares los que se utilizan
Cloroplasto  Region Destombe & Douglas 1991; Variacion genética y
espaciadora de la Byrne et al. 2002; lyer et al. filogeografia
RuBisCo 2005; Guillemin et al. 2008
rbcL Gurgel & Fredericq 2004; Filogenia
Gurgel et al. 2004; M.S. Kim
et al. 2006
Mitocondria Region Rueness 2005; Destombe et al. Variacidn genética y
espaciadora 2010; Pareek et al. 2010; filogeografia
cox2-3 Garcia-Rodriguez et al. 2013;
Yang et al. 2013
Col Yang et al. 2008; Yow et al. Filogenia, Codigo de
2011, 2013 barras, variacion
genética y
filogeografia
Nucleo ITS Goff et al. 1994 Filogenia y variacion
genética

El uso de estos marcadores en estudios a nivel intraespecifico, han permitido, entre otras
cosas, encontrar estructura genética, especies cripticas, especies introducidas mal
identificadas, patrones de distribucion geografica, identidad taxondmica y restablecimiento

de especies (Diaz-Larrea et al. 2015).

Bajo lo anteriormente expuesto, el objetivo principal del presente estudio fue determinar si
existia variacion genética al interior de las poblaciones mexicanas de Hydropuntia cornea,
asi como las causas y el significado evolutivo de dicha variacién, a partir de la informacion
proporcionada por cinco marcadores moleculares (las regiones espaciadoras RuBisCo y

cox2-3, rbcL, COl e ITS1y 2).
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2. ANTECEDENTES

El orden Gracilariales S. Fredericq & M. H. Hommersand reline a un conjunto de 6 398
especies (Norton et al. 1996; Dawes & Mathieson 2008) de amplia distribucién mundial,
caracterizadas por presentar talos uniaxiales bien definidos en ejes, ramas y un pie de
fijacién, asi como una estructura anatomica pseudoparenquimatosa con desarrollo de
subcorteza y corteza (Dreckmann 2002, 2012; Dreckmann & Senties 2014). La Unica
familia en el orden es Gracilariaceae, la cual a su vez, esta integrada por los géneros
Gracilaria Greville, dividido en los subgéneros Textoriella Yamamoto y Gracilaria
Yamamoto (Dreckmann & Senties 2009); Gracilariopsis E. Y. Dawson; Gracilariophila
Setchell et Wilson; Congracilaria Yamamoto; Hydropuntia Montagne; Curdiea Harvey vy,
Melanthalia Montagne (Gurgel & Fredericq 2004; Fredericq & Hommersand 1990; Guiry
& Guiry 2015). Sin embargo, la sistematica del grupo ha sido altamente controvertida
debido a la alta plasticidad fenotipica que exhiben varios de los miembros del grupo (Bird
& MaclLachlan 1982; Santelices & Valera 1993). Consecuentemente, la delimitacion
taxonomica de estos taxa ha sido dificil, y en algunos casos casi imposible, a partir de la

base s6lo morfologica (Gurgel & Fredericq 2004; Guillemin et al. 2008).

En los litorales mexicanos han sido registrados cuatro géneros: Gracilariophila s6lo en el
Pacifico, Gracilaria y Gracilariopsis en el Pacifico y el Atlantico e Hydropuntia s6lo en el
Atlantico (Dreckmann & Senties 2014). De estos géneros, los mas comunes en el Atlantico

son Gracilaria e Hydropuntia (Wynne 2011).
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2.1.  ASPECTOS TAXONOMICOS DEL GENERO Hydropuntia

Desde la circunscripcion del género Hydropuntia, su independencia respecto de Gracilaria
ha sido ampliamente debatida por los especialistas en el grupo debido al gran parecido
morfoldgico que presentan las especies de ambos géneros, siendo la Unica diferencia entre
ellas, la estructura y organizacién de sus espermatangios (Wynne 1989; Fredericq &
Hommersand 1990; Dreckmann 2012). Originalmente, las especies del género Hydropuntia
fueron descritas como un grupo de especies de Gracilaria diferenciadas del resto por
presentar conceptaculos espermatangiales subcorticales multicavitarios. Bajo esta
caracteristica, se crea al genero Polycavernosa C.F.Chang & B.M.Xia (Zhang & Xia 1963),
el cual, fue pronto puesto en sinonimia con Hydropuntia debido a que era el nombre mas
antiguo disponible (Wynne 1989). Dos afios después de la validacion del género
Hydropuntia, se describié una nueva especie (Gracilaria mixta I.A. Abbott, Zhang et Xia),
la cual presentaba tanto conceptaculos del tipo de Gracilaria como del tipo Hydropuntia
(Abbott et al. 1991). En consecuencia, dado que la caracteristica de los conceptaculos ya no
era exclusiva de los miembros del grupo, se propuso la reintegracion de las especies de
Hydropuntia nuevamente al género Gracilaria. Sin embargo, previa a la publicacion de G.
mixta, Fredericq & Hommersand (1990) habian propuesto como otro caracter discriminante
entre las especies de Gracilaria e Hydropuntia, a la formacion de las fusiones celulares en
el gonimoblasto posteriores a la fecundacion, caracteristica que no presentaba G. mixta.
Aunque dicha propuesta fue aceptada por un buen nimero de especialistas (Papenfuss
1966; Yamamoto 1975; Abbott & Norris 1985; Abbott et al. 1991; Gargiulo et al. 1992;
Dreckmann 2012), la validez diagnostica del caracter no convencié a todos. A pesar de la

controversia, a la fecha existe suficiente evidencia proporcionada por marcadores
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moleculares, para sustentar la independencia de ambos géneros (Bellorin et al. 2004;
Gurgel & Fredericq 2004; Gargiulio et al. 2006; Kim et al. 2008a). Sin embargo, en la
altima filogenia molecularmente asistida para el grupo (Lyra et al. 2015a), se demostré la
naturaleza parafilética de Hydropuntia, por lo que se propuso el traslado de las especies
nuevamente a Gracilaria (Guiry & Guiry 2015). Si bien el género Hydropuntia es de
naturaleza parafilética, la filogenia mostrada por Lyra et al. (2015a) revelé de igual manera
subclados genéricos al interior de Gracilaria s.I. que no fueron resueltos en dicha
publicacion, por lo que algunos autores continGan manteniendo el nombre Hydropuntia

(NUfez-Resendiz et al. 2015).

Bajo el género Hydropuntia, han sido registradas 16 especies cuya distribucion esta
restringida al Indo-Pacifico, norte de Australia, Sudafrica y Atlantico tropical americano
(Dreckmann & Senties 2014). Particularmente para el Golfo de México y el Caribe
mexicano se han registrado cuatro especies (H. caudata (J. Agardh) Gurgel & Fredericq, H.
cornea, H. crassissima (P.L. Crouan & H.M. Crouan) M.J. Wynne y H. usneoides)
exclusivamente marinas (Dreckmann 2012), caracteristicas de los ambientes arrecifales
sumergidos de la Peninsula de Yucatan (Dreckmann & Senties 2014). Pocos son los
estudios taxondmicos relacionados con estas especies en el area. Los trabajos de tipo
monografico con que se cuentan son los de Taylor (1928, 1935, 1960) y Dreckmann (1998,
2012). Debido a su abundancia e importancia econdémica, Hydropuntia cornea no sélo ha
sido registrada mas a menudo en la zona sino que también ha sido el blanco de diversos
estudios aplicados (Robledo & Freile 1997; Freile & Robledo 1997; Ordufia & Robledo

1999).
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2.2. EL cOMPLEJO Hydropuntia cornea E Hydropuntia usneoides

Hydropuntia cornea fue descrita por Agardh (1852) a partir de un espécimen recolectado
en Pernambuco, Brasil. Morfolégicamente, esta especie es muy similar a H. usneoides
(como Sphaerococcus usneoides C. Agardh) recolectada en una localidad imprecisa
también en Brasil (Agardh 1822). Los caracteres que han sido empleados como
diagndsticos para segregar a una especie de otra, han sido basicamente el patrén de
ramificacion, las tallas celulares y el nimero de capas en la médula y la corteza. Bajo estos
criterios, H. cornea se caracterizaba por presentar tres a seis capas de células corticales y 17
a 18 capas de células medulares, mientras que H. usneoides, se caracterizaba por presentar
dos capas de células corticales y de seis a nueve capas de células medulares (Taylor 1960;
Fredericq & Hommersand 1989; Schneider & Searles 1991; Ardito et al. 2014). Sin
embargo, para las poblaciones mexicanas, estos caracteres se sobreponen casi en su
totalidad (Dreckmann 2012), incluso el niUmero de capas corticales y medulares, varié a lo
largo (apice, medio, base) de un mismo individuo (NUfiez-Resendiz et al. 2015). A pesar de
ello, el enorme espectro de variacion morfoldgica de una especie, esta presente también en
la otra. Taylor (1960), quien también not6 el gran parecido entre ambas especies, propuso
asi a las medidas celulares como la Unica diferencia entre ellas, sin embargo, no
proporcionod descripcion alguna de estas medidas e incluso reportd a ambas especies como
identificaciones erréneas de Gracilaria debilis (Forsskal) Bgrgesen. Bajo este panorama,
Dreckmann (2012) propone como Unica diferencia entre ambas especies, que H. usneoides
era mas delgada, delicada y menos ramificada que H. cornea. A pesar de esta aparente
sobreposicion de caracteres morfoldgicos, cuando las especies han sido recolectadas en

ambientes alopatricos, ha sido posible separarlas. Incluso, los estudios moleculares han
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revelado que ambas especies corresponden con grupos genéticamente distintos (Gurgel &
Fredericq 2004). Sin embargo, en condiciones similares, las morfologias de ambas se
sobreponen a tal grado que identificar especies distintas es casi imposible (Dreckmann
2012). Esto podria explicar en gran parte por qué Hydropuntia cornea ha sido a menudo
reportada como especie tipica y abundante en las costas del Golfo de México y el Caribe
mexicano, mientras que H. usneoides esté restringida a Quintana Roo y ha sido registrada

como especie rara (Mateo-Cid & Mendoza-Gonzélez 1991; Dreckmann 2012).

En la actualidad, a partir de evidencia molecular combinando estudios de variacion genética
con filogenia y morfologia, descritos a detalle en el cuerpo de la presente tesis, ambas
especies fueron propuestas como parte de un complejo de especies cripticas alrededor de la

Peninsula de Yucatan (Nufiez-Resendiz et al. 2015).

2.3. ESTUDIOS TAXONOMICOS MOLECULARMENTE ASISTIDOS

Diferentes marcadores moleculares han sido empleados en estudios de taxonomia de
Gracilariales molecularmente asistidos, entre estos estan los mitocondriales, de cloroplasto
y de nucleo. El empleo de estos marcadores ha permitido resolver diferentes problematicas
a niveles inter e intraespecificos en estudios con diversos enfoques. De estos, los
principales enfoques han sido diversidad genética y filogenia. En cuanto a los estudios de
diversidad genética, dicha herramienta ha permitido detectar estructura genética y
distribucién haplotipica al interior de las poblaciones (Destombe & Douglas 1991; Yang et
al. 2008, 2013; Yow et al. 2011; 2013; Gulbrasen 2012; Garcia-Rodriguez et al. 2013)
especies cripticas (Cohen et al. 2014; Saunders 2009; Nufez-Resendiz et al. 2015);

especies invasoras (Kim et al. 2010; Garcia-Rodriguez et al. 2013); especie introducidas
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(Gulbrasen et al. 2012; Ruenness 2005); patrones biogeogréaficos y de distribucion
(Guillemin et al. 2014). En cuanto a los estudios filogenéticos y de taxonomia, estan las
filogenias moleculares (Gurgel & Fredericqg 2004; Gurgel et al. 2004; lyer et al. 2005;
Gargiulio et al. 2006; Kim et al. 2006; Pareek et al. 2010; Lyra et al. 2015a); los estudios
que han permitido la delimitacién taxondmica de especies (Goff et al. 1994; Destombe et
al. 2010); restablecimiento de especies (Gargiulio et al. 2006; Kim et al. 2008 a y b);
descripcion de nuevas especies (Bird et al. 1986; Muangmai et al. 2014; Lyra et al. 2015b);

nuevos registros (Bellorin et al. 2004) y nuevas combinaciones (Conklin et al. 2014).

De estos trabajos, unicamente dos han sido realizados para México, ambos de diversidad
genética: Garcia-Rodriguez et al. (2013) para el Pacifico con Gracilaria parvispora y
Nufiez-Resendiz et al. (2015) para el Golfo de Mexico y Caribe mexicano con Hydropuntia

cornea e H. usneoides.
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3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Las poblaciones de Hydropuntia cornea en el Atlantico mexicano constituyen una
metapoblacion homogénea o hay diferenciacidn genética y estructura poblacional?

Si hay diferenciacion genética (El aislamiento geografico entre las poblaciones de
Hydropuntia cornea ha disminuido el flujo genético generando una diversidad y estructura
genética? ¢Existen patrones biogeograficos en las poblaciones?

¢Existe flujo genético entre las poblaciones de Hydropuntia cornea del Golfo de México y
las poblaciones del Caribe? ¢Existe variacion genética entre las poblaciones de ambas
regiones? Si existe variacion genética entre las poblaciones de Hydropuntia cornea en
ambas regiones ¢hay diferencias morfoldgicas asociadas? ¢Existen procesos de especiacion

al interior de las poblaciones de Hydropuntia cornea en el Atlantico mexicano?

4. HIPOTESIS

Si la variabilidad morfolégica descrita para Hydropuntia cornea es producto de una
plasticidad fenotipica como respuesta a un medio ambiente dinamico y cambiante, entonces
no habra estructura genética al interior de las poblaciones del Golfo de México y el Caribe

mexicano.

5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

e Determinar la variacion genética en las poblaciones de Hydropuntia cornea en las
costas del Golfo de México y el Caribe mexicano.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES
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Obtener las secuencias nucleotidicas de los genes rbcL, COI e ITS, y, de las
regiones espaciadoras RuBisCo y cox2-3.

Describir la estructura genética al interior de las poblaciones de Hydropuntia
cornea.

Obtener medidas de diversidad genética haplotipicas y nucleotidicas para las
poblaciones de Hydropuntia cornea.

Describir la distribucién de la estructura genética al interior de las poblaciones de
Hydropuntia cornea.

Evaluar las relaciones genealdgicas, asi como determinar las distancias e indices de
diversidad genética entre las poblaciones, para estimar posibles eventos histéricos y
geoldgicos que influyeron en la distribucion geogréafica actual de la especie en
Mexico.

Examinar la estructura jerarquica de las poblaciones.

Caracterizar los patrones de distribucion espacial de la variacion genética y detectar
posibles barreras genéticas.

Determinar si existe alguna relacién entre la distancia genética y la distancia
geograéfica.

Determinar a qué corresponde la variacion genética, si es que la hay, en las
poblaciones de Hydropuntia cornea.

Describir la variacibn morfolégica asociada a la variacion genética en las
poblaciones de Hydropuntia cornea.

Explorar si existe un proceso de especiacion al interior de las poblaciones y en su

caso, discutir de cual se trata.
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6. MATERIAL Y METODO

6.1. AREADEESTUDIO
6.1.1. Caracteristicas generales

El Atlantico es el segundo océano mas extenso de la Tierra y comprende aproximadamente
el 20% de su superficie. EI Golfo de México y el Mar Caribe se encuentran comprendidos

en este océano.

En el centro, emerge una plataforma continental que abarca una extension de 300 000 km?
que separa al Golfo de México y el Caribe, a esta plataforma la conocemos como Peninsula
de Yucatan, region en la que se llevé a cabo el presente estudio dada la ausencia de la

especie en Veracruz y Tabasco (ver Tabla 2, en Muestreo).

La Peninsula de Yucatan es una de las cinco zonas fisiograficas de la Republica mexicana y
representa el 2% de la superficie del pais. Dada la diversidad de habitats, representa una
region propicia para el establecimiento de diferentes comunidades acuéticas, tales como
arrecifes coralinos, pastos marinos, manglares y macroalgas marinas bentdnicas

(Dreckmann & Senties 2013).

Topograficamente, se puede dividir en planicie norte, Sierrita de Ticul y planicie del sur.
Cabe mencionar que de norte a sur la elevacion aumenta ligeramente, lo cual se explica mas
adelante. Esta zona abarca, como unidad fisiografica/geoldgica, tanto el territorio
mexicano, el Petén guatemalteco y el norte de Belice. En la peninsula, los rasgos
orogénicos (formacion de montafias) estan practicamente ausentes, lo que es singular en el

contexto nacional; 90% de su superficie estd a menos de 200 msnm vy la Sierrita de Ticul es
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la Unica elevacién prominente. La peninsula carece de drenaje superficial debido a la
litologia (relativo a las rocas), y el rio Hondo en la frontera con Belice es el Gnico sistema

fluvial de la peninsula (Herndndez-Cervantes 2015; Vilchis-Alfaro 2015).

El clima de la peninsula de Yucatan es calido-subhimedo con lluvias en verano, sin
embargo, presenta un gradiente de precipitacion que aumenta de noroeste a sureste, lo cual
se refleja en la vegetacion, desde la de zonas aridas en el noroeste, pasando por selvas bajas
y medianas subcaducifolias y caducifolias (es decir, que pierden en parte o totalmente las
hojas en la estacion de secas), hasta selvas altas en el sur, cerca de Chiapas. En verano se

presentan huracanes y en invierno “nortes” (Ortiz-Pérez & De la Lanza-Espino 2006).

6.1.2. Oceanografia

El Golfo de México es un sistema semi-cerrado con una entrada de agua oceanica por el
Mar Caribe a través del Canal de Yucatan, que tiene una profundidad de 1900 m, y con una
salida al Océano Atlantico a traves del Estrecho de la Florida, entre la Peninsula de Florida

y la Isla de Cuba, en donde la profundidad es de alrededor de 900 m (De la Lanza 2004).

En el Golfo de México son de particular relevancia los vientos sobre la plataforma
continental. La direccion de los vientos y la forma cdncava del golfo provocan que existan
regiones en donde las corrientes estacionales van en el sentido de las manecillas del reloj,
mientras que en otras van en la direccion contraria (Zavala-Hidalgo et al. 2003). Esto hace
que durante otofio e invierno, las corrientes a lo largo de las costas de Tamaulipas y
Veracruz sean, en promedio, hacia el sur, yendo en sentido contrario a las manecillas del
reloj, mientras que en los estados de Campeche y Yucatan, van predominantemente en el

sentido de las manecillas del reloj (Aguirre 2002).
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Durante el verano, cuando los vientos sobre la plataforma de Tamaulipas y Veracruz tienen
una componente hacia el norte, las corrientes son predominantemente en esa direccion y la

confluencia se da cerca de la frontera con los Estados Unidos (Cao-Romero 2002).

La surgencia de Yucatan se ubica en el Banco de Campeche, y se debe al paso de la
Corriente del Caribe a través del Canal de Yucatan. El desplazamiento de la surgencia hacia
el oeste, siguiendo el contorno de la Peninsula de Yucatan hasta las costas de Tabasco, se
debe tanto al efecto de los vientos alisios, que en verano tienen una direccion Este-Sur Este
y en invierno Este-Nor-Este, como a la dindmica de la corriente del Caribe que penetra

hasta el sur del Golfo de México (Salmeron-Garcia & Aguirre-Gomez 2003).

La dinamica oceanogréafica del Golfo de México tiene una fuerte influencia de la Corriente
de Yucatan. Al entrar al Golfo, esta corriente se llama Corriente del Lazo (por la forma que
tiene) la cual penetra hacia el Norte, luego gira hacia el Este, posteriormente hacia el Sur y
hacia el Este saliendo por el Estrecho de Florida. Pasa después a integrarse a la Corriente
del Golfo, que es la corriente mas caudalosa del Océano Atlantico Norte (Figura 3). Las
corrientes de Yucatan y del Lazo son parte del giro subtropical del Atlantico Norte que es

generado por la transferencia de momento de los vientos alisios (Candela et al. 2003).
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FIGURA 3. Representacion esquematica del patrén actual de corrientes superficiales en el Golfo de México y

el Mar Caribe. Tomado de Dreckmann & Senties (2013).

Por otro lado, el Mar Caribe se encuentra en la zona de los alisios del Norte, por lo que se
caracteriza por la constante presencia de vientos de componente Este. Las mayores
precipitaciones tienen lugar a lo largo del calido verano tropical. En esta época también se
produce la llegada de la mayoria de los huracanes procedentes del Atlantico, mientras que

son escasos los ciclones tropicales que se forman localmente (Cao-Romero 2002).

Las aguas del Caribe son claras, con menor salinidad que las del Atlantico y circulan en
sentido anticiclonico. El agua fluye hacia el Caribe principalmente a través de los estrechos
de las Antillas Menores, donde se calienta, y abandona la region por el Canal de Yucatan en

direccion al Golfo de México, dando origen a la Corriente del Golfo (Biggs 1992).
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El Mar Caribe esta dominado por la Corriente del Caribe que corre de Sur a Norte, frente al
estado de Quintana Roo. Esta corriente esta caracterizada por aguas célidas y salinas, que al
pasar por el Canal de Yucatan reciben el nombre de Corriente de Yucatan. Dicho flujo de
agua es la fuente principal que irriga al Golfo de México y da origen a la Corriente de Lazo,
que sale al Atlantico Norte por el Estrecho de Florida, como la Corriente del Golfo

(Monreal-Gémez et al. 2004; Wilkinson et al. 2009).

La Corriente de Yucatan es una parte integral de la circulacién del Giro Subtropical del
Atlantico Norte con una contribucién importante del intercambio inter-hemisférico
termohalino global. Asimismo, representa el ramal del giro que fluye del Mar Caribe al
Golfo de México donde da origen a la Corriente de Lazo, y a su salida del mismo, a las

Corrientes de la Florida y del Golfo (Gonzalez et al. 1991).

6.1.3. Geologia

El Blogue Yucatan es un bloque tecténico Unico, sin plegamientos, del Paleozoico (543-248
ma), cuyo limite es la falla Montagua. Este basamento metamdrfico de origen pangeico
continental, se separa del Bloque Louisiana-Texas al momento de la apertura del Golfo de
México; su posicion actual viene desde finales del Triasico (200 ma). Sobre este basamento
se ha acumulado una capa gruesa de sedimentos marinos del Paleozoico Tardio (323-248
ma), seguido por sedimentacion continental en el Jurasico (206-144 ma), que a su vez sub-
yacen a un depoésito extenso de evaporitas (rocas sedimentarias formadas a partir de los
residuos de antiguos mares o lagos evaporados) que corresponden a una cuenca
carbonatada limitada por arrecifes del Cretacico Temprano (144-40 ma). Sobre éstas se

encuentran calizas (rocas sedimentarias porosas formadas por carbonatos) depositadas en
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plataforma durante el Cretécico Tardio (40-65 ma); la frontera entre el Cretacico (144-65
ma) y el Terciario (65-24 ma) presenta la estructura de impacto Chicxulub. La plataforma
de Yucatan, conformada por calizas de periodos del Cretéacico al Cenozoico-Cuaternario
(65 ma al reciente), refleja un gradiente temporal en sentido norte-sur, lo cual indica una
emergencia paulatina de la plataforma durante el Plioceno (5.2 a 1.8 ma). Esta emergencia
paulatina explica la asimetria, que se extiende solamente unos 10 km en el margen del
Caribe y hasta 200 km del lado del Golfo de México (Willis & McElwain 2002; Padilla &

Sanchez 2007).

El tercio norte y la mitad oriental de la peninsula estan formados por karst (paisaje propio
de terrenos calizos, por el efecto que la disolucion del agua tiene sobre ellos) més recientes
de planicie, con elevacion méxima de 10 m, compuesta por secuencias de capas
horizontales de calizas y dolomitas del Terciario Tardio (Plioceno, 5-1.8 ma) de la
formacion Carrillo Puerto, limitada por los depdsitos periféricos del Cuaternario. La
formacién Carrillo Puerto tiene un espesor de entre 163 y 240 m, con la presencia del
foraminifero (orden de microfésiles marinos) Archaias angulatus, que actualmente se
asocia a algas endosimbiontes (que viven en simbiosis con su huésped, dentro de sus
células) en aguas someras muy claras de plataformas continentales. Los depoésitos del
Cuaternario estan restringidos a una franja periférica angosta a lo largo de la costa. A lo
largo de la costa norte estos depositos constan de calizas compuestas por conchas de
bivalvos, compactadas densamente. En la costa noreste los depdsitos del Cuaternario son
del Pleistoceno y su extensidn y topografia en la costa se interpretan como carbonatos
supramareales (formados por encima del nivel de las mareas) que reflejan los movimientos

de la linea de costa, lo cual es consistente con la formacién de cavidades extensas de la
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disolucién subterranea asociada a la haloclina (capas de agua en donde la salinidad del agua
cambia rapidamente con la profundidad) y su profundidad en relacion con el nivel del mar
en esa época (Schmitter-Soto et al. 2002; Willis & McElwain 2002; Padilla & Sénchez

2007; Blancas-Calva 2010).

6.1.4. Cierre del Istmo de Panama

Durante el Cretacico Medio (hace 80 ma) comienza la formacién del Istmo de Tehuantepec
y tras su cierre, el patron de corrientes actuales en el area (Figura 3). Todavia en el
Mioceno Temprano (hace 20 ma) un océano cubria la zona en Panama de hoy en dia
(Figura 4). Habia una brecha entre los continentes de América del Norte y del Sur a través
del cual las aguas de los océanos Atlantico y Pacifico fluian libremente en direccion
Pacifico-Atlantico (Coates & Stallar 2013). Debajo de la superficie, dos placas de la corteza
terrestre fueron poco a poco chocando entre si, obligando a la placa del Pacifico a
deslizarse lentamente bajo la placa del Caribe. La presion y el calor causado por esta
colision condujo a la formacién de volcanes submarinos, algunos de los cuales habian
crecido lo suficiente como para salir a la superficie del océano y formaron islas tempranas
en el Mioceno (hace 15 ma). Mas islas volcanicas fueron formandose en el area durante los
proximos varios millones de afios. En el Plioceno (hace 5 ma), el movimiento de las dos
placas tectdnicas también fue empujando desde el fondo del mar, finalmente, obligaron a
algunas zonas a superar el nivel del mar (Coates & Stallar 2013).
Con el tiempo, grandes cantidades de sedimentos (arena, tierra y barro) fueron acumulados
desde América del Norte y del Sur por las fuertes corrientes marinas y cerraron las brechas
entre las islas de reciente formacidn. Poco a poco, durante millones de afios, los depdsitos

de sedimentos fueron afiadidos a las islas hasta que las lagunas se llenaron completamente.
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Hace aproximadamente 3 millones de afios, un istmo se habia formado entre América del

Norte y del Sur (Cowman & Bellwood 2013).

Atlantico

Hace 20 millones de a@i@s Hace 5 millones de afibs

FIGURA 4. Representacion de la direccion de las paleocorrientes en el tiempo geolégico durante el cierre de

Istmo de Panama. Modificado de Coates & Stallar (2013).

Al cerrar el flujo de agua entre los dos océanos, la tierra del puente re-enruta las corrientes,
tanto en el océano Atlantico como en el Pacifico (Figura 4). Las corrientes del Atlantico se
vieron obligadas hacia el norte, y finalmente se establecié un patron de una nueva corriente,
la Corriente del Golfo (Porta 2003). Con las calidas aguas del Caribe que fluyen hacia el
noreste del Atlantico, el clima de las aguas cambi6. El Atlantico, ya no se mezcla con el
Pacifico, por lo que también aumentd la salinidad y concentracion de nutrientes. Cada uno
de estos cambios ayudaron a establecer el patron de circulacion oceanica mundial que

vemos hoy (Figura 3) (Coates & Stallar 2013).
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6.2. TRABAJO DE CAMPO

El trabajo de campo se realizé en 15 localidades de cinco estados del Golfo de México y el
Caribe mexicano (Figura 5). Adicionalmente, con el fin de robustecer el analisis, se
obtuvieron muestras de dos poblaciones de Venezuela (Peninsula Paraguana: Puerto
Escondido y Tumatey) y una de Brasil (en Pernambuco: localidad tipo de Hydopuntia
cornea), aunque estas no formaran parte de los objetivos de la presente tesis. El trabajo se

Ilevo a cabo de la siguiente manera:

1 Morro de La Mancha ‘\
2 Playa La Gaviota
3 Antén Lizardo N

4 Sanchez Magallanes
5 Isla del Carmen

6 Sabancuy

7 Punta Xen

8 Bahia de Tortugas Golfo de ~"/_\T\l14
9 Playa Bonita México 1580

10 Puerto Sisal

11 Puerto Progreso
12 Puerto Chicxulub
13 Puerto Telchac
14 Puerto Morelos
15 Playa del Carmen

Caribe

FIGURA 5. Sitios de recolecta en el Golfo de México y el Caribe mexicano. Los puntos sefialan la posicidon

geografica de los sitios visitados (Coordenadas GPS en Tabla 3) y los nimeros corresponden con la localidad.

6.2.1. Muestreo

Cada localidad visitada fue tratada como una poblacion, y, en cada poblacién se

recolectaron de 10-15 individuos (Tabla 2) que estuvieran dentro del espectro de variacién
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morfoldgica descrito por Dreckmann (2012) para Hydropuntia cornea (referido en la

introduccién).

TABLA 2. Listado de localidades (poblaciones) muestreadas en los estados del Golfo de México y en el Caribe
mexicano. Se incluyen al final, las poblaciones de Venezuela y Brasil. Para cada localidad se indica el nimero

de individuos muestreados por poblacion.

Estado Localidades Siglas de la NUmero de individuos
muestreadas localidad muestreadas por localidad
Veracruz Morro de La MM 0
Mancha
Playa La Gaviota PG 0
Antén Lizardo AL 0
Tabasco Sanchez Magallanes SM 0
Campeche Isla del Carmen IC 10
Sabancuy S 10
Punta Xen PX 10
Bahia de Tortugas BT 15
Playa Bonita PB 12
Yucatan Puerto Sisal PS 10
Puerto Progreso PP 10
Puerto Chicxulub PCH 10
Puerto Telchac PT 10
Quintana Puerto Morelos PM 14
Roo Playa del Carmen PC 13
Venezuela  Puerto Escondido PE 10
Tumatey T 10
Brasil Pernambuco BP 9

Los individuos fueron recolectados en la zona intermareal, a no mas de un metro de
profundidad, desprendiéndolos desde la base; otros fueron recolectados de arribazén (Tabla
3). La seleccién de los individuos recolectados se hizo con base en tres criterios: 1) la
abundancia de individuos en el area; 2) las diferencias morfolégicas mostradas por los
individuos presentes en una poblacién, diferenciandolos siempre en morfo 1, morfo 2, o

incluso, en una misma, poblaciéon hasta morfo 7 (ver plasticidad morfolégica en
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Resultados); 3) particularmente en el caso de los especimenes recolectados en arribazones,
se considero el estado de los individuos: que estuvieran frescos, pigmentados y cuyos talos
estuvieran completos. Todas las muestras fueron depositadas en sub-bolsas de cierre
hermético, separadas por poblacion y etiquetadas con el nombre de la localidad,
coordenadas geogréficas, nUmero de campo, recolectores y fecha de recolecta (Tabla 3).
Las muestras fueron trasladadas a las instalaciones en una bolsa oscura para proteger el
tejido de la luz. Una vez ahi, el material fue limpiado de epifitas y arena, fotografiado y

preservado.

TABLA 3. Resumen del muestreo por cada poblacion, con datos de localidades, fechas, referencias de
herbario, de campo y de extraccién de ADN, asi como la informacion de los genes secuenciados (indicados

con “X”) para cada individuo.

Localidad® Georeferencias Fechade Voucher Numerode Genes secuenciados para cada muestra

recolecta campoy Cloroplasto Mitocondria  Nucleo

clave de RuBisCo rbcL cox2-3 COIl ITS
extraccion  spacer spacer
de ADN?

IC 18°41° 59N 05/09/14 UAMIZ- 1C82-1
91°35°24”W 1234 1C82-2
1C82-3
UAMIZ- 1C82-4
1229 1C82-5
1C82-6
1C82-9
UAMIZ- 1C82-11
1235 1C82-13
1C82-14
S 18°59°39°N 06/09/14 UAMIZ- S84-1
91°11°06”°W 1228 S84-2
S84-3
S84-4
S84-5
S84-6
S84-7
S84-8
S84-9
S84-11
PX 19°8°21”°N 14/11/13  UAMIZ- PXE15
91°57°49°W 1239 PXE17
PXES35
07/09/14 UAMIZ- PX88-10

XXXXXXXXXXXXX

XXXXX XX
X X X
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BT

PB

PS

PP

PCH

19° 21’ 35°’N

90° 42°35°W

18°59°39°N
91°11°06”°W

21°9°55°N
90°1’50”W

21°16°58’N
89°39°49°W

21°17°38’N
89°36°30”°W

1230

06/09/14 UAMIZ-

1233

07/09/14 UAMIZ-
970
UAMIZ-

1232

14/01/13 UAMIZ-

1282

14/01/13 UAMIZ-

1285

14/01/13 UAMIZ-

1286

PX88-11
PX88-12
PX88-13
PX88-14
PX88-15
PX88-16
BT87-1
BT87-2
BT87-3
BT87-4
BT87-5
BT87-6
BT87-7
BT87-8
BT87-9
BT87-10
BT87-11
BT87-12
BT87-13
BT87-14
BT87-15
PBESO

PB83-1
PB83-2
PB83-3
PB83-4
PB83-5
PB83-6
PB83-7
PB83-8
PB83-9
PB83-10
PB83-11
PS68-1
PS68-2
PS68-3
PS68-4
PS68-5
PS68-6
PS68-7
PS68-8
PS68-9
PS68-10
PP67-1
PP67-2
PP67-3
PP67-4
PP67-5
PP67-6
PP67-7
PP67-8
PP67-9
PP67-10
PC70-1
PC70-2

X X

X

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX XX XXXX X X XXXXXXXXXXXXXX

X

X XXX

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

X

X XXX

X

X X X X X
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PT 21°20°26’N 14/01/13
89°15°47°W

PM 20°51°13’N 17/01/13
86°53°55°W

PC 20°37°39’N 17/01/13
87°04°52°W

PE 12° 16> 11”’N  20/05/15
69° 57’ 35”W

UAMIZ-
1284

UAMIZ-
1283

UAMIZ-
456
UAMIZ-
612
UAMIZ-
458
UAMIZ-
563

UAMIZ-
1237

PC70-3
PC70-4
PC70-5
PC70-6
PC70-7
PC70-8
PC70-9
PC70-10
PT69-1
PT69-2
PT69-3
PT69-4
PT69-5
PT69-6
PT69-7
PT69-8
PT69-9
PT69-10
PM66-1
PM66-2
PM66-3
PM66-4
PM66-5
PM66-6
PM66-7
PM66-8
PM66-9
PM66-10
PME9
PMES88
PME97

PME100

PCE4
PCE5
PCE103
PC-H9
PC-H10
PC-H11
PC-H12
PC-H13
PC-H15
PC-H19
PC-H20
PC-H22
PC-H25
PE84-12
PE84-14
PE89-1
PE89-3
PE89-7
PE89-10
PE90-2
PE90-3
PE90-4

XXXXXXXKXXXXKXXXXXKXXXXXXXXXXXXX

X X X X X

XXXXXXXXXXXXXX

X X X

X XX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

X X

X X X
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PE90-5

T 11°54°36’N  20/05/15 UAMIZ- T91-1
69° 47°59°W 1238 T91-2

T91-3

T91-4

T91-5

T91-6

T91-7

T91-8

T91-9

T91-10

BP 8°44°24°N 24/09/14 UAMIZ- BP88-1
35°6’35°W 1236 BP88-2

BP88-3

BP88-4

BP88-5

BP88-6

BP88-7

BP88-8

BP88-9

XXX X X X X

XXXXXXXXX X

TLas siglas del nombre para cada localidad estan descritas en la Tabla 2. “En negritas estan resaltados aquellos
individuos que fueron recolectados en arribazén.

6.2.2. Preservacion de las muestras

De cada uno de los individuos recolectados, se cortd con tijeras, del apice de una rama, un
pedazo de aproximadamente 3 cm de longitud, los cuales fueron depositados en bolsitas de
cierre hermético y preservados en silica gel para analisis molecular. El resto del talo de
cada individuo, fue prensado y posteriormente montado en hojas de herbario para su
incorporacion a la coleccion de algas del Herbario Metropolitano-UAMIZ, como referente
morfologico. A todos los individuos de una misma poblacion, se les asignd el mismo

namero de herbario (Tabla 3).

6.3. TRABAJO DE LABORATORIO

En el trabajo de laboratorio se llevaron a cabo dos tipos de analisis, el molecular y el

morfoldgico, cada uno de la siguiente manera:
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6.3.1. Andlisis molecular

El analisis molecular consisti6é en la extraccion de ADN, amplificaciébn via PCR
(Polymerase Chain Reaction, por sus siglas en inglés) y la purificacion de los productos de
PCR para secuenciacion. Se llevo a cabo utilizando cinco marcadores especificos de los
diferentes genomas algales: cloroplasto, mitocondria y nucleo. Del cloroplasto se
amplificaron la region espaciadora de la Ribulosa 1-5 Bifosfato, Carboxilasa-Oxigenasa
(RuBisCO) y la subunidad larga de la RuBisCO (rbcL); de la mitocondria se amplificaron
la region espaciadora de la Citocromo Oxidasa (COX) subunidades 2 y 3 (cox2-3) y la
subunidad 1 (COI). Del nucleo so6lo se amplifico el Internal Transcribed Spacer (ITS). Las
regiones espaciadoras y el gen ITS se utilizo para estudiar la variacion genética y los genes

rbcL y COl se utilizaron para estudiar la filogenia.

A continuacion se describen los procedimientos seguidos.

6.3.2. Extraccion de ADN

En un tubo Eppendorf de 1.5 ml, previamente etiquetado con clave de extraccion (Tabla 3),
se depositaron 5-10 mg de tejido seco, el cual fue triturado manualmente con ayuda de un
pistilo. La extraccion de ADN se llevo a cabo de dos maneras: 1) para las muestras cuya
clave de extraccidn es numeérica, esta se realiz utilizando Qiagen DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA), siguiendo las instrucciones de manufactura y; 2) para las
muestras cuya clave de extraccion es precedida por inicial maytscula “E”, la extraccion se
realizd utilizando la modificacion descrita por Zuccarello et al. (1999a) al método de

extraccion con Chelax (Apéndice 1).
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6.3.3. Amplificacion de ADN

Las condiciones de PCR para cada uno de los cinco marcadores utilizados, se describen en

la Tabla 4. Los genes que fueron secuenciados para cada muestra, estan indicados en la

Tabla 3.

TABLA 4. Genes secuenciados en el presente trabajo para las poblaciones de Hydropuntia cornea, marcadores

especificos, condiciones de PCR en las que amplificaron los genes y referencias bibliogréaficas de los

marcadores.
Genoma Regién  Marcadores Secuencia del Condiciones de PCR Referencia
marcador DI D A E EF
5-3)
Cloroplasto  RuBisCo Spacer F TGT GGACCTCTA 95°C 93°C 50°C 72°C 72°C  Maggs et
CAAACAGC 2’ 1’ 1’ 2' 3’ al. 1992
Spacer R GTAAACCCCATA
GTTCCCAAT 1 35 ciclos 1
ciclo ciclo
rbcL F8 GGTGTAATTCCATA 95°C 94°C 45°C 72°C 72°C Shimada et
CGCTAAAATG 5’ 1’ 1’ 1’ 1’ al. 1999
F765 TG AAAAGCTGAA 1 38 ciclos 1 Wang et al.
TTCGCT AA ciclo ciclo 2000
R753 GGAAGATATGT Freshwater
ATG AAA GAGC & Rueness
R1381 ATCTTTCCATA 1994
GATCT AAAGC
Mitocondria  cox2-3 cox2-for GTACCWTCTT Zuccarello
TDRGRRKDAAATG et al.
TGATGC 1999b
cox3-rev GGATCTACW
AGATGRA
AWGGATGTC
Col GazF1 TCAACAAATCA Saunders
TAAAGATATTGG 2005
GazR1 ACTTCTGGATGT
CCAAAAAAYCA
Nucleo ITS ITS3 GCA TCG ATG AAG Ramirez &
AAC GCA GC de la Torre
ITS4 TCC TCC GCT TAT 2008
TGATAT GC
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6.3.4. Purificacion y secuenciacion

Los productos de PCR fueron purificados con el kit QIAquick Purification de Qiagen
(Qiagen, Valencia, CA, USA) y enviados, para ser secuenciados, al laboratorio Divisional
de Biologia Molecular (Divisién CBS, UAM-I) en un secuenciador 3100 Avant (Applied

Biosystems TM).

6.3.5. Analisis morfoldgico

Para determinar si existe alguna relacion entre la variacion genética y la variacion
morfologica de las poblaciones muestreadas, se realizd un analisis morfologico en algunos
individuos representativos del total muestreado. Para ello, se elaboré un listado de los
caracteres morfolégicos diagnosticos descritos por Dreckmann (2012) y Ardito et al. (2014)
para Hydropuntia cornea (Apéndice 2). Siguiendo esta lista, se hicieron observaciones, a
simple vista, de la morfologia del talo (longitud, medida con una regla, y numero de

ramas), y observaciones anatémicas a partir de cortes histologicos.

6.3.6. Cortes histoldgicos, observaciones al microscopio y toma de medidas

Bajo el microscopio estereoscopico, se hicieron, manualmente y con ayuda de una navaja
de rasurar de doble filo, cortes transversales de la parte basal, media y apical de cinco
ramas del talo por individuo. Los cortes fueron tefiidos con azul de anilina, montados en un

portaobjetos con gelatina glicerinada y etiquetados para la observacion posterior.

Bajo el microscopio compuesto, con ayuda de una reglilla, se tomaron medidas del
didametro mayor y didmetro menor de cinco células corticales y cinco células medulares por

corte, a partir de las cuales se establecieron intervalos de medidas (ver Resultados) para el
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didmetro de las células. Adicionalmente se contd el nimero de capas corticales y medulares
y se tomaron medidas de didmetro en estructuras reproductoras. Se tomaron fotografias de

los cortes.

6.4. ANALISIS DE DATOS

Las secuencias obtenidas del analisis molecular fueron limpiadas, editadas y alineadas
utilizando el programa Bioedit (Hall 1999). Una vez generadas las matrices de datos para
cada uno de los cinco genes trabajados, se analizaron por sets de datos con el fin de
responder a cada uno de los objetivos y preguntas de investigacion planteadas. Por lo tanto,
el analisis de datos se dividio en andlisis de variacion genetica (a partir de las regiones
espaciadoras RuBisCo y cox2-3 y el gen ITS), inferencia filogenética (a partir de rbcL y

COl), distancias genéticas (con los cinco genes) y analisis morfolégicos.

6.4.1. Variacion genética

A partir de una matriz genética (en formato FASTA), para cada poblacion se estimaron en
el programa DNASP V.5 (Librado & Rozas 2009), medidas de diversidad genética bajo el
modelo de substitucién de Jukes & Cantor. Estas medidas fueron: nimero de haplotipos
(h), namero de sitios polimérficos (S), diversidad haplotipica (Hd) y diversidad
nucleotidica (). Asimismo, se estimd el flujo genético mediante el nimero de migrantes
(Nm) por generacion (obtenido con base en los valores de Fst). Para determinar si existia o
no estructura genética en las poblaciones estudiadas, asi como para evaluar las relaciones y
distribucién de los haplotipos, se construyeron, a partir de matrices genéticas (en formato
NEXUS), redes de parsimonia estadistica utilizando el programa TCS v1.21 (Clement et al.

2000).
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Para examinar la demografia historica, se realizo, a partir de una matriz genética en formato
ARP (ejemplo en Apéndice 3), un analisis de distribucion de desajuste “Distribucién
Mismatch” (Rogers & Harpending 1992) para evaluar los eventos de expansion
poblacional, cuellos de botella o eventos de seleccion. Esta distribucion corresponde con la
distribucion de las frecuencias observadas, del nimero de diferencias mutacionales entre
pares de secuencias. Se espera una distribucion multimodal en poblaciones en equilibrio
demografico, y una distribucién unimodal en poblaciones que han experimentado una
expansion poblacional reciente. Para comprobar el ajuste de la distribucion observada, con
la distribucion esperada bajo un modelo de expansion repentina (Rogers & Harpending
1992) y, de expansion geografica (Excoffier & Lischer), se utilizo un bootstrap de 1000
réplicas. Para estimar desviaciones al modelo de evolucion neutral de Wright-Fisher, se
calcularon los estadisticos D de Tajima (Tajima 1989) y Fs de Fu (Fu 1997) con un grado
de significancia mediante un bootstrap de 1000 réplicas. Para ambos indices, los valores
cercanos a cero se presentan en poblaciones con un tamafio constante, los valores negativos
indican exceso de haplotipos raros que podrian deberse a una expansion poblacional o
fendbmenos de seleccidén positiva, y, los valores positivos que se relacionan con una
disminucion en el tamafio poblacional (cuello de botella) o de seleccion balanceadora. El
AMOVA, que utiliza las frecuencias haplotipicas, se realizd para examinar la estructura
jerarquica de las poblaciones, mediante la agrupacion de las muestras en conjuntos
genéticamente similares. Todos estos andlisis, se llevaron a cabo utilizando el programa
ARLEQUIN V.35 (Excoffier & Lischer 2010). Para caracterizar los patrones de
distribucién espacial de la variacidn genética y detectar barreras genéticas, se realizo, a
partir de dos matrices, una de distancias geograficas con formato GEO, y otra genética con

formato ARP (Apéndices 4 y 5 respectivamente), un SAMOVA con en el programa
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SAMOVA v.1.0 (Dupanloup et al. 2002), utilizando 1000 pasos de anidamiento simulado,
y pre-definiendo una corrida inicial con 2 a 5 grupos, para definir agrupamientos entre
poblaciones que estuvieran mas relacionadas geograficamente entre si. Adicionalmente,
para determinar si existia relacion entre la distancia genética y la distancia geografica, se
realizd una prueba de aislamiento por distancia en el programa MANTEL V. 2.0 (Liedloff
1999), a partir de una matriz de distancias geogréaficas en formato GEO (Apéndice 6) y una

matriz de distancias genéticas en formato DIST (Apéndice 7).

6.4.2. Inferencia filogenética

Para determinar la correspondencia genética de la estructura encontrada en las poblaciones
de Hydropuntia cornea, las secuencias resultantes fueron comparadas con secuencias
publicadas en el GenBank (Apéndice 8). Para ello se realizaron, a partir de dos matrices de
secuencias (en formato NEXUS), dos tipos de andlisis filogenéticos: un analisis de Maxima
Verosimilitud (ML) y un analisis Bayesiano, ambos con particion de codén. El calculo del
mejor modelo de evolucion de secuencias para cada conjunto de datos, se realizd con el
programa ModelTest v.3.7 con el Criterio de Informacién Akaike (AIC por sus siglas en
inglés “Akaike Information Criterion”) (Posada & Crandall 1998). EI modelo seleccionado
para el conjunto de datos de rbcL fue HKY+G+l (Hasegawa-Kishino-Yano + gamma
distribution + invariable sites) y, para el conjunto de datos de COI fue GTR+G+I (General
Time Reversible + Gamma Distribution + Invarible sites). El analisis de ML se realizé en
el programa RaxML (Stamatakis 2006), de acuerdo con el modelo seleccionado para cada
conjunto de datos. Para calcular el soporte de las ramas, se corrié un bootstrap con 1000
réplicas. El analisis Bayesiano, se realizé con el programa MrBayes 3.1.1 (Huelsenbeck &

Ronquist 2001), utilizando cuatro cadenas Markov de Monte Carlo comenzando con un
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arbol al azar y pre-definiendo un muestreo de los datos cada 100 generaciones durante
1x10° generaciones. El score de probabilidad se estabilizé después de 200 000 &rboles
muestreados; sin embargo, se utilizo un “bur-in” del 25%. Los arboles resultantes de los

dos andlisis fueron visualizados y editados en el programa TreeView (Page 1996).
6.4.3. Distancias genéticas

Para los cinco marcadores utilizados, se calcularon valores de distancias intra e
interespecificas, corregidas con el modelo Tamura-Nei (Tamura & Nei 1993) y no

corregidas (p-distances), usando el programa Mega 5 (Tamura et al. 2011).
6.5.  ANALISIS MORFOLOGICO

Para determinar el grado de variacion morfologica entre los individuos observados, se
realizd un analisis de componentes principales (CP) y un andlisis discriminante en PASW
Statistics 18 (SPSS 2009). Para ello se construyd, en una hoja de Excel, una matriz de
caracteres diagnosticos (Apéndice 2). Para cada variable, los valores fueron tratados en
crudo. Este analisis fue seleccionado, de otro tipo de analisis, porque ademas de explicar la
variabilidad de los datos morfoldgicos, en un nimero pequefio de componentes principales,

los datos no requieren presentar una distribucion normal.

7. RESULTADOS

A continuacion se describen por conjuntos de datos los resultados obtenidos con los cinco
marcadores secuenciados y con las observaciones morfologicas. Las secuencias que ya

cuentan con numeros de acceso al GenBank, pueden consultarse en el Apéndice 9.
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7.1. VARIACION GENETICA

Los resultados asociados a la variacion genética de las poblaciones de Hydropuntia cornea,

obtenidos a partir de las regiones espaciadoras RuBisCo, cox2-3 y el gen ITS, revelaron lo

siguiente:

7.1.1. Estructura genética

En la Tabla 5 se presenta un resumen de los haplotipos encontrados por poblacién para

cada gen referido. El detalle de las muestras que conformaron a cada haplotipo puede

consultarse en el Apéndice 10.

TABLA 5. Haplotipos encontrados en las regiones espaciadoras RuBisCo y cox2-3 y en el gen ITS para las

poblaciones de Hydropuntia cornea estudiadas. EI nimero indica la frecuencia haplotipica. En color negro se

resalta la afinidad genética con el haplogrupo o ribogrupo GlI, y en gris la afinidad con el haplogrupo o

ribogrupo GllI.

Poblacion®

Regidn espaciadora RuBisCo

Regidn ITS
espaciadora
cox2-3

Haplotipo®

C RA RB

IC
S
PX
BT
PB
PS
PP
PCH
PT
PM
PC
PE
T
BP

o 01 -

veaEBrRrodvo e

N N

4

R
7 8
1

2

(6]

o ~

8
7

10 11 12

5

1 2 3 1 2 1 2 3

N W
(op]
N W w
[N

[EEN
o

12 1 3 1

Total 50 9 5 10 3 8 3 1 35

1

3

5

15 16 24 3 2 8 1 1

®Las siglas para cada poblacion se describen en la Tabla 2. “Haplotipos R=R1-R12; C=C1-C3; RA=RAl y

RA?2 y RB=RB1-RB3.
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7.1.1.1. Region espaciadora de la RuBisCo

El conjunto de datos consistié en 133 secuencias (Tabla 3 y Apéndice 10) con 365 pb

(pares de bases) de longitud, 16 (4%) de las cuales fueron variables (Tabla 6).

TABLA 6. Proporcién de sitios variables en secuencias de ADN de Hydropuntia cornea para haplotipos de la
region espaciadora de la RuBisCo. Los haplotipos del haplogrupo Gl estan en color negro y los haplotipos del
haplogrupo GlI estan marcados con color gris. El punto indica misma base respecto de la secuencia del

haplotipo R1.

Haplotipos/ 7 20 42 43 57 67 82 84 86 140 150 255 313 339 345 364
Sitios
variables

R1 A G T T C T C A A G T T G A A C
R2 A . . T

R3 A . . . . . . . . . . . . .
R4 S . . . . . . . . . . . . . T
RS T . A . .

R6 S . A .
R7 S . . . T
R8

R9

R10 S . .
R11 S . G . . . . :
R12 L . . A . T T G . . . . C

— =

oNoNoNe]
>>>
>>>-
o]
>>> >
OOOO-

La red haplotipica revel6 12 haplotipos (R1-R12) interconectados (Figura 6). El haplotipo
R1 fue el que agrup6 al mayor nimero de secuencias (n=50) y el que mostré un mayor
namero de conexiones, seguido por el haplotipo R9 (n=35). Asimismo, se observo una
cierta estructuracion en dos haplogrupos denominados haplogrupo | (GI) y haplogrupo 11

(GI1), los cuales estuvieron separados entre ellos por seis pasos mutacionales.

61



R1 n=50

'Y
550

R8
. (R12 n=5 )
R9 n=35
R10 > ¢(R11n=3

FIGURA 6. Red haplotipica de la region espaciadora de la RuBisCo para las secuencias de Hydropuntia
cornea. El cuadrado representa al posible haplotipo ancestral. Los haplotipos en color blanco, corresponden al
haplogrupo Gl vy, los haplotipos en color gris, corresponden al haplogrupo GlI. Las lineas representan un paso
mutacional; los circulitos negros indican haplotipos no muestreados o perdidos. El tamafio de muestras con

secuencia idéntica estd indicado con n; en aquellos haplotipos que s6lo tuvieron una muestra no se indica n.
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El haplogrupo Gl, estuvo conformado por los haplotipo R1-R7 y R12. EIl haplotipo R1
estuvo separado de R2, R3 y R4 por un paso mutacional: de R2 por un cambio de A-T en la
posicion 84, de R3 por un cambio de G-A en la posicién 20 y de R4 por un cambio de C-T
en la posicion 364. A su vez, R2 estuvo separado de R6 y R7 por un paso mutacional y de
R5 por dos pasos mutacionales: de R6 por un cambio de C-A en la posicién 57, de R7 por
un cambio de C-T en la posicion 82 y de R5 por un cambio de A-T y T-A en las posiciones
7'y 42 respectivamente. Finalmente, el haplotipo R12 estuvo separado de los haplotipos R6
y R7 por tres pasos mutacionales: un cambio de C-T, A-G y A-C en las posiciones 82, 86 y
339 respectivamente. El haplogrupo GllI, estuvo conformado por los haplotipos R8- R10 y
R11. El haplotipo R9 estuvo separado de los haplotipos R10 y R11 por un paso mutacional:
de R10 por un cambio de C-T en la posicion 364, y de R11 por un cambio de T-G en la
posicion 43. El haplotipo R8, fue un haplotipo intermedio entre R1 y R9 de los cuales se
encuentra separado por tres pasos mutacionales respectivamente: de R1 por un cambio de
T-C, G-A 'y A-G en las posiciones 67, 313 y 345 respectivamente, y, de R9 por un cambio
de G-A, T-A y T-C en las posiciones 140, 150 y 255 respectivamente (Tabla 6). Sélo los
haplotipos R8 y R10 fueron unicos, presentes solo en un individuo, el resto fueron

compartidos por méas de un individuo.

7.1.1.2. Regidn espaciadora cox2-3

El conjunto de datos consistié en 55 secuencias (Tabla 3 y Apéndice 10), con 247 pb de

longitud, cinco (2%) de las cuales fueron variables (Tabla 7).
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TABLA 7. Proporcién de sitios variables en secuencias de ADN de Hydropuntia cornea para haplotipos de la
region espaciadora cox2-3. Los haplotipos del haplogrupo Gl estan en color negro y los haplotipos del
haplogrupo Gl estdn marcados con color gris. El punto indica una misma base respecto de la secuencia del

haplotipo C1.

Haplotipos/ Sitios variables 101 140 175 197 207

C1 A T cC A T
C2 . . . . C
C3 G cC A T

La red haplotipica revelo tres haplotipos (C1-C3) interconectados (Figura 7). El haplotipo
C3 fue el que agrup6 al mayor nimero de secuencias (n=24), seguido por el haplotipo C2
(n=16) y finalmente por el haplotipo Cl1 (n=15), que mostré el mayor numero de
conexiones. Asimismo, se observd la misma estructura en los haplogrupos Gl y GII que
mostré el gen RuBisCo, los cuales estuvieron separados entre ellos por cuatro pasos

mutacionales.

Closs

FIGURA 7. Red haplotipica de la region espaciadora cox2-3 para las secuencias de Hydropuntia cornea. El
cuadrado representa al posible haplotipo ancestral. Los haplotipos en color blanco, corresponden al
haplogrupo Gl vy, el haplotipo en color gris, corresponde al haplogrupo GlI. Las lineas representan un paso
mutacional; los circulitos negros indican haplotipos no muestreados o perdidos. El tamafio de muestra con

secuencia idéntica esta indicado con n.
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El haplogrupo Gl estuvo conformado por los haplotipos C1 y C2, que estuvieron separados
entre si por un paso mutacional: un cambio de T-C en la posicién 207. El haplogrupo GlI
estuvo conformado s6lo por el haplotipo C3, el cual a su vez, estuvo separado de C1 por
cuatro pasos mutacionales: un cambio de A-G, T-C, C-Ay A-T en las posiciones 101, 140,
175 y 197 respectivamente. (Tabla 7). Todos los haplotipos fueron compartidos por mas de

un individuo.

7.1.1.3. ITS

El conjunto de datos consistié en 15 secuencias (Tabla 3 y Apéndice 10) con 508 pb de
longitud, extremadamente variables y con un gran nimero de gaps que dificultaron el
alineamiento. La red haplotipica revelé dos ribogrupos (A y B) fuertemente separados
(Figura 8). El ribogrupo A, consistié de dos ribotipos denominados RA1 y RA2 (Figura 8
A), separados entre si por mas de 40 pasos mutacionales. El ribotipo RA1 (n=3) agrupo al
mayor nimero de secuencias idénticas, seguido del RA2 (n=2). El ribogrupo B, consistio
de tres ribotipos denominados RB1, RB2 y RB3 (Figura 8 B). El ribotipo RB1 (n=8),
agrupé al mayor nimero de secuencias idénticas, seguido de los ribotipos RB2 y RB3

(ribotipos Unicos), separados del ribotipo RB1 por mas de cuarenta pasos mutacionales.

Este gen no compartié el agrupamiento revelado con las regiones espaciadoras, con él, los

haplogrupos Gl y GIlI mostraron mezcla de individuos.
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FIGURA 8. Red de ribotipos del gen ITS para las secuencias de Hydropuntia cornea. A. Ribogrupo I. B.
Ribogrupo Il. Los cuadros representan a los posibles ribotipos ancestrales. Los ribotipos en color blanco,
corresponden con el haplogrupo Gl y, los ribotipos en color gris corresponden con el haplogrupo Gll. La linea
continua representa mas de 40 pasos mutacionales; los circulitos negros indican ribotipos no muestreados o

perdidos. El tamafio de muestras con secuencia idéntica esta indicado con n.

7.1.2. Distribucion haplotipica

Se muestra la distribucion haplotipica para las regiones espaciadoras RuBisCo y cox2-3.
Debido al escaso nimero de secuencias del gen ITS, resultado de su alta variacion genética,
no fue posible mostrar la distribucién ribotipica. Dado que RuBisCo mostré mayor
variacion genética en contraste con cox2-3, su distribucion haplotipica es mas completa que

con cox2-3, la cual se restringe sélo a algunas localidades de la Peninsula de Yucatan.
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7.1.2.1. Distribucion de los haplotipos de la region espaciadora de la RuBisCo

Con la region espaciadora de la RuBisCo se encontraron 12 haplotipos distribuidos en las

14 localidades estudiadas. Su distribucion se muestra en la Figura 9.

El haplotipo dominante en las poblaciones estudiadas fue R1, presente en 11 de las 14
localidades muestreadas; también fue el que representd al mayor nimero del total de
individuos (50), por lo que podria ser considerado como el ancestro. Para la Peninsula de
Yucatan, este haplotipo se encontrd en todas las localidades excepto en Punta Xen. Para las
poblaciones de Sabancuy y Puerto Telchac, este haplotipo represento la totalidad en los
individuos muestreados. Sin embargo, en Venezuela y Brasil estuvo ausente, solo se

encontraron dos representantes de este haplotipo en Puerto Escondido, Venezuela.

Tanto en el estado de Yucatan como en Venezuela, el haplotipo dominante fue R9, presente
en todas las poblaciones aqui muestreadas (cinco), excepto Puerto Telchac. Junto con R1,
R9 representd a un gran namero del total de los individuos muestreados (35). Sin embargo,

este haplotipo no fue encontrado en las poblaciones de Campeche, Quintana Roo y Brasil.

La mayor diversidad haplotipica se encontro en el estado de Campeche (siete haplotipos).
Los haplotipos R2, R3, R5 y R7 fueron exclusivos en las poblaciones de este estado. Las
poblaciones méas diversas, con cinco haplotipos, fueron Isla del Carmen y Bahia de

Tortugas. No hubo haplotipos exclusivos para una de las poblaciones de este estado.

La diversidad haplotipica para el estado de Yucatan fue menor (cuatro haplotipos). En las

cuatro poblaciones muestreadas estuvieron presentes basicamente por los haplotipos R1 y
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FIGURA 9. Distribucion de los haplotipos de la region espaciadora de la RuBisCo en las poblaciones de Hydropuntia cornea estudiadas a lo largo del Golfo de
Meéxico y el Caribe. Cada haplotipo esté representado con un color. El tamafio de la muestra se indica entre paréntesis a un lado del nombre de cada poblacién,

mismas que se indican en el mapa con numeros (1-14).
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R9, este ultimo en mayor proporcion. Los haplotipos R8 y R11 fueron exclusivos de este
estado. Puerto Sisal fue la localidad mas diversa, presentando los cuatro haplotipos

registrados para Yucatan. El haplotipo R8 fue exclusivo de esta poblacidn.

En Quintana Roo, al igual que en Yucatan, se encontraron cuatro haplotipos. El haplotipo
dominante en las dos poblaciones muestreadas fue R1. El haplotipo R4, fuera de
Campeche, s6lo se encontré en Playa del Carmen, representado por seis individuos. El
haplotipo R10 fue exclusivo para este estado, especificamente para la poblacion de Puerto

Morelos.

En Venezuela, la diversidad haplotipica fue casi nula (dos haplotipos). El haplotipo

dominante fue R9, el haplotipo R1 sdlo se encontré en Puerto Escondido.

En Pernambuco, Brasil, se encontraron los haplotipos R6, sélo presente en las poblaciones
de Campeche, y R12 exclusivo para esta poblacion. En esta localidad no se encontraron los

haplotipos R1 ni R9.

La distribucién geogréafica de los haplotipos, en consistencia con la red haplotipica, mostré
una regionalizacion de los haplotipos del haplogrupo GlI (R8, R9, R10 y R11) respecto de
los haplotipos del haplogrupo Gl (Fig. 8). Sin embargo, el haplotipo R1 estuvo presente en

casi todas las poblaciones estudiadas.

7.1.2.2. Distribucion de los haplotipos de la region espaciadora cox2-3

Con la region espaciadora cox2-3 se encontraron tres haplotipos distribuidos en seis de las
localidades estudiadas en el Golfo de México y el Caribe. Su distribucion se muestra en la

Figura 10.
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FIGURA 10. Distribucién de los haplotipos de la region espaciadora cox2-3 en las poblaciones de Hydropuntia
cornea estudiadas a lo largo del Golfo de México y el Caribe. Cada haplotipo esté representado con un color.
El tamafio de la muestra se indica entre paréntesis a un lado del nombre de cada poblacién, mismas que se

indican en el mapa con nimeros (1-6).

El haplotipo dominante en las poblaciones estudiadas fue el haplotipo C3, presente en
cuatro de las seis localidades muestreadas; también fue el que representd al mayor nUmero
de la totalidad de los individuos muestreados (24). Este haplotipo se encontr6 en todas las
poblaciones de Yucatan, excepto en Puerto Telchac y en Quintana Roo, en Puerto Morelos
(1). A partir de los datos de distribucién podria considerarse como el posible ancestro, sin
embargo no presentd un gran namero de conexiones. Seguido del haplotipo C3, el
haplotipo C2 se encontr6 en todas las localidades de la Peninsula de Yucatan, para la
poblacion de Puerto Telchac, este haplotipo representd la totalidad en los individuos

muestreados (10). Sin embargo, no se encontrd en Quintana Roo ni Campeche. El haplotipo
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C1 por otro lado, se encontrd en Quintana Roo, donde represent6 casi la totalidad de los
individuos muestreados para Puerto Morelos (12), y en Campeche, donde representd la
totalidad en los individuos muestreados para Punta Xen (3). A pesar de su baja frecuencia
en las poblaciones, este haplotipo revelé el mayor nimero de conexiones en la red

haplotipica (Figura 7), por lo que podria considerarsele como el haplotipo ancestral.

En general, con excepcion de Puerto Telchac y Punta Xen en donde sdlo se encontrd un
haplotipo, en todas las poblaciones muestreadas se encontré la misma diversidad
haplotipica (2 haplotipos). La combinacion de los haplotipos C2 y C3 estuvieron presentes
en Puerto Sisal, Puerto Progreso y Puerto Chicxulub y la combinacion de los haplotipos C1

y C3 estuvieron en Puerto Morelos.

La distribucién geogréfica de los haplotipos, en consistencia con la red haplotipica, mostro
una regionalizacion de los haplotipos del haplogrupo GI (C1l y C2) respecto de los
haplotipos del haplogrupo GII (C1). Sin embargo, en todas las poblaciones, excepto en

Puerto Telchac, ambos grupos estuvieron mezclados.

7.1.3. Medidas de diversidad genética, flujo génico e historia demografica

Debido a que la region espaciadora cox2-3 mostré muy baja variacion genética y el gen ITS
presentd un alto nimero de gaps que dificultaron el alineamiento de las secuencias, los
analisis de medidas de diversidad genética, flujo genético, historia demografica, SAMOVA,
AMOVA vy aislamiento por distancia, se realizaron sélo para la region espaciadora de la
RuBisCo. Por estas mismas razones, el nimero de secuencias generadas para este gen fue

considerablemente mayor.
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7.1.3.1. Medidas de diversidad genética

Con la region espaciadora de la RuBisCo se encontraron 14 haplotipos y 16 sitios
polimorficos. La diversidad haplotipica (Hd) y nucleotidica () al interior de Hydropuntia
cornea fue 0.776 y 0.010 respectivamente (Tabla 8). La mayor diversidad genética fue
encontrada en Punta Xen (Hd= 0.76190 y == 0.00574), Bahia Tortuga (Hd= 0.75824 y n=
0.00440), Isla del Carmen (Hd= 0.75556 y == 0.00311) y Puerto Sisal (Hd= 0.73333 y n=
0.00773). Se encontrd alta diversidad también en Playa Bonita (Hd= 0.58333 y ==
0.00289), Pernambuco (Hd= 0.55556 y n= 0.00457) y Playa del Carmen (Hd= 0.53333 y n=
0.00146). Sin embargo, se encontrd6 muy baja diversidad en Puerto Chicxulub (Hd=
0.37778 y == 0.00384) y Puerto Escondido (Hd= 0.35556 y = 0.00584). En Sabancuy,
Puerto Telchac y Tumatey no hubo variacion genética. EI nimero de haplotipos y sitios

polimadrficos por poblacion se muestran en la Tabla 8.

TABLA 8. Medidas de diversidad genética para poblaciones de Hydropuntia cornea basadas en secuencias de

la regidn espaciadora de la RuBisCo.

Poblacion N h S Hd II
Isla del Carmen 10 5 4 0.75556 0.00311
Sabancuy 6 1 0 0 0
Punta Xen 7 3 4 0.76190 0.00574
Bahia de Tortuga 14 5 5 0.75824 0.00440
Playa Bonita 9 4 4 0.58333 0.00289
Puerto Sisal 10 4 7 0.73333 0.00773
Puerto Progreso 10 2 6 0.46667 0.00767
Puerto Chicxulub 10 3 7 0.37778 0.00384
Puerto Telchac 10 1 0 0 0
Puerto Morelos 11 2 7 0.18182 0.00349
Playa del Carmen 10 2 1 0.53333 0.00146
Puerto Escondido 10 2 6 0.35556 0.00584
Tumatey 7 1 0 0 0
Pernambuco 9 2 3 0.55556 0.00457
Total 133 12 16 0.77694 0.01002
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n=tamafio de la poblacién; h=nimero de haplotipos; S=nlimero de sitios polimérficos; Hd=diversidad

haplotipica; n= diversidad nucleotidica.

7.1.3.2. Flujo génico

Las tasas de migracion entre poblaciones (Nm) calculadas bajo diferentes modelos,
mostraron valores menores a 1, lo que reveld ausencia de flujo genético. Bajo el modelo de
Nei (1973), la tasa de migrantes calculada a partir de la informacién proporcionada por los
haplotipos, fue Nm=0.35 con un valor de Gst= 0.41356. Las tasas de migracion calculadas a
partir de datos de secuencias nucleotidicas fueron, con base en el modelo de Nei (1982),
Nm=0.13 (DeltaSt=0.00653, GammaSt=0.65738); con base en el modelo de Lynch y
Crease (1990, con la correccion de Jukes y Cantor), Nm=0.13 (Nst=0.65667); y, con base

en el modelo de Hudson, Slatkin y Maddison (1992), Nm=0.13 (Fst=0.65537).

7.1.3.3. Historia demografica

El analisis de distribucion Mismatch en conjunto, mostré una distribucion multimodal en
discrepancia total con la distribucion esperada bajo el modelo de expansion repentina
(Figura 11). Los valores de los estadisticos D de Tajima (D=0.50333; p=0.71700) y Fs de
Fu (Fs=0.63862; p=0.64300), fueron positivos aunque no significativos (Tabla 9), lo que
sugiere que la poblacion probablemente se encuentra en un periodo de estabilidad
demogréfica tras un periodo de expansion antiguo, con lo que se rechaza al mismo tiempo

la hipdtesis nula de expansion poblacional reciente.
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FIGURA 11. Distribucién Mismatch para la region espaciadora de la RuBisCo en Hydropuntia cornea. La
distribucion observada est4 representada con la linea negra mientras que la distribucion simulada bajo un

modelo de expansidn repentina, esta representado con la linea gris.

TABLA 9. Estadisticos de neutralidad calculados para las secuencias de la regién espaciadora de la RuBisCo,
en conjunto y por grupo (Gl y GlI), y ajustes de la distribucion Mismatch bajo los modelos de expansién

repentina y expansién espacial (t).

D Tajima Fs Fu T repentina T espacial

Conjunto 050333  0.63862 4.717 2.126
p=0.71700 p=0.64300 p=0.30400 p=0.43300

Gl -0.4391  -0.7357 2.996 1.019
p=0.03660 p=0.4110 p=0.7160  p=0.6680

Gll -1.4962  -2.01803 0.455 0.001
p=0.0480 p=0.15400 p=0.4890  p=0.0370

La distribucion mismatch para los dos grupos (Gl y GIlI), mostré una distribucién

ligeramente multimodal para el grupo Gl, en total desajuste con el modelo de expansion
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repentina y unimodal para el grupo Gll, completamente ajustada al modelo de expansion
repentina (Figura 12). Los valores de los estadisticos D de Tajima (D=-0.4391; p=0.03660
para Gl y D=-1.4962; p=0.0480 para GIl) y Fs de Fu (Fs=-0.7357; p=0.4110 para Gl y
Fs=-2.01803; p=0.15400 para GlI), fueron negativos pero sélo significativos para el grupo
Gll (Tabla 9). La distribucion Mismatch del grupo Gl sugiere que la poblacion esta en
equilibrio demogréfico tras un proceso de expansién demogréafico reciente, mientras que la
distribucion Mismatch del grupo GllI, sugiere que la poblacién se encuentran en un periodo

de expansion demogréfica reciente.
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FIGURA 12. Graficos de la Distribucion Mismatch para la region espaciadora de la RuBisCo en grupos
definidos (GlI, gréafico superior y Gll, grafico inferior) de Hydropuntia cornea. La distribucion observada esta
representada con la linea negra mientras que la distribucion simulada bajo un modelo de expansion reciente,

esta representado con la linea gris.

7.1.4. SAMOVA

ElI SAMOVA revel6 en Hydropuntia cornea, una estructura genética definida por tres
grupos de poblaciones genéticamente diferenciados y aislados geograficamente (Tabla 10).
El grupo 1 estuvo conformado Unicamente por la poblacién de Pernambuco, Brasil; el
grupo 2, estuvo integrado por las cinco poblaciones de Campeche, Puerto Telchac en
Yucatan y las dos poblaciones de Quintana Roo, en total ocho poblaciones; y el grupo 3
estuvo integrados por las tres poblaciones restantes de Yucatan y las dos poblaciones de
Venezuela, cinco en total. EI grupo que juntdé al mayor niumero de poblaciones fue el

ndmero 2.
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TABLA 10. Estructura genética definida por SAMOVA.

Grupos definidos por }

Grupo 1={
"per"  Pernambuco

}

Grupo 2={

"ica" Isla del Carmen
"sab" Sabancuy

"pux"  Punta Xen

"bat" Bahia Tortuga
"pbo" Playa Bonita
"pte" Puerto Telchac
"pmo" Puerto Morelos

pca" Playa del Carmen

}

Grupo 3={

psi" Puerto Sisal
"pro" Puerto Progreso
"pch"  Puerto Chicxulub
"pes" Puerto Escondido
"tum" Tumatey

}

Los indices de fijacion calculados para tres grupos presentaron los valores de significancia
mas altos (Tabla 11). El porcentaje de diferenciacidn entre grupos geogréaficos fue de FCT :
0.71972; mientras que dentro de las poblaciones FST : 0.74662 y entre las poblaciones al

interior de los grupos fue de Fsc : 0.09598.

El valor de significancia de Fsr, cercano al 1, corrobord que existe, aungue no total, una

cierta estructuracion en las poblaciones estudiadas.
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TABLA 11. Valores de significancia calculados para los indices de fijacion correspondientes a cada estructura

de grupos definida por SAMOVA.

2 Grupos 3 Grupos 4 Grupos 5 Grupos
Fsc : 0.24934 Fsc : 0.09598 Fsc : 0.28076 Fsc : 0.10033
Fst:0.76201 Fst: 0.74662 Fst:0.73198 Fst:0.72481

Fer : 0.68296 Fer: 0.62735 Fer : 0.69412

Este analisis también fue consistente en la diferenciacion de dos grupos geneticamente
diferentes, que aungque en el agrupamiento parecieran estar ligeramente aislados
geograficamente, se encuentran mezclados en las poblaciones. El posible aislamiento
parece ser mas evidente en Campeche que en el resto del Caribe, donde las poblaciones se
encuentran mas mezcladas. Esto sugiere la existencia de barreras geogréaficas (ver area de
estudio) que podria explicarse por las corrientes oceanograficas (Figura 13) y por otro lado,

por el surgimiento mismo del bloque de la Peninsula de Yucatan.
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FIGURA 13. Distribucién geografica de los grupos de poblaciones pre definidos por SAMOVA para la
Peninsula de Yucatan (indicados con 6valos), y el patron de las corrientes oceanograficas en el Caribe
(indicado por las flechas azules). Cada color representa a un grupo, en la leyenda se indica a qué grupo

corresponde cada color.

7.1.5. AMOVA

El andlisis de estructura jerarquica de varianza para la region espaciadora de la RuBisCo,
calculada para todas las poblaciones como un conjunto, mostro que la varianza debida a la
diferenciacion entre poblaciones fue de 63%, mucho mayor que 37% correspondiente a la
varianza al interior de las poblaciones (Tabla 12). El valor de Fst (0.63206) calculado fue
estadisticamente significativo. Por otro lado, la varianza calculada para los tres grupos

definidos por SAMOVA, mostré una varianza entre grupos geogréficos de 72%, mucho
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mayor que la varianza de 3% mostrado entre poblaciones al interior de los grupos y que la
varianza de 25% al interior de las poblaciones (Tabla 13). Todos los estadisticos fueron

significativos (Tabla 11).

TABLA 12. Anédlisis de varianza (AMOVA) para la region espaciadora de la RuBisCo en las poblaciones de

Hydropuntia cornea.

Fuente de variacion Suma de Componentes de la Porcentaje de
cuadrados varianza variacion
Entre poblaciones 158.981 1.21642 63.20569
Al interior de las 84.267 0.70812 36.79431
poblaciones
Total 243.248 1.92455

TABLA 13. Analisis de varianza molecular (AMOVA) y estructura genética para tres grupos de la region

espaciadora de la RuBisCo en las poblaciones de Hydropuntia cornea.

Fuente de variacion df. Sumadelos Componentesdela Porcentaje de

cuadrados varianza® variacion
Entre grupos 2 143.279 1.97322 Va 71.97
Entre poblaciones al 11 15.332 0.07375 Vb 2.69
interior de los grupos
Al interior de las 119 82.667 0.69468 Vc 25.34
poblaciones
Total 132 241.278 2.74166

>Va=Varianza del componente a; Vb=Varianza del componente b y Vc= Varianza del componente c.
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7.1.6. Aislamiento por distancia

Finalmente, la prueba de aislamiento por distancia para la region espaciadora de la
RuBisCo, mostré un valor de la variable normal estandar (g=2.835) significativamente
mayor al valor critico (1.645, p=0.05), por lo que, efectivamente, si existe una relacion

entre la distancia genética y la distancia geografica.

7.2. ANALISIS FILOGENETICOS

A continuacion se describen los resultados filogenéticos a partir de los genes rbcL y COI.

7.2.1. rbcL

El conjunto de datos consistié en 13 secuencias (Tabla 3 y Apéndice 10) con 1311 pb de
longitud, mismas que fueron alineadas con secuencias publicadas en el GenBank (Apéndice
8). El analisis de ML y el anlisis Bayesiano, presentaron topologias idénticas, por lo que
solo se presenta el analisis Bayesiano con los valores de ML integrados (Figura 14). La
topologia resultante, mostré dos grupos monofiléticos (Gl y Gll) fuertemente soportados
por los valores de Probabilidad Posterior Bayesiana (PPB) y bootstrap (1.0/98,
respectivamente). EI Grupo | integrd seis secuencias de Quintana Roo y Yucatan con cuatro
secuencias de Hydropuntia usneoides del GeneBank. Por otro lado, el Grupo |1 integro siete

muestras de Yucatan con dos secuencias de Hydropuntia cornea del GenBank.

81



Gracilariopsis carolinensis AY049412

Gp. cata-luziana AY049406
Hydropuntia caudata AY049358

1.0(100|
H. secunda AY049353

PP67-1 KP636781
L H. cornea AY049338

H. cornea AY049339

1.0/100

 |~Ps68-1 KP636787

osofos |l PP67-10 KP636791 | GruPell

| PP67-8 KP636792

- PS68-5 KP636786

1.0/98 PC70-10 KP636788

L PC70-2 KP636789
[— H. crassissima AY049351
H. usneoides AY049346

H. usneoides AY049346

197} L H. usneoides AY049363
H. usneoides AY049350
PM66-5 KP636780

1.0/98 Grupo 1
PT69-5 KP636790

PP67-5 KP636783

PP67-9 KP636784

_[PM66—3 KP636782
1.0

PM66-4 KP636785

0.1 Sustituciones por sitio

FIGURA 14. Topologia Bayesiana con datos de secuencias del gen rbcL para muestras de Hydropuntia
cornea. En las ramas se indican los valores de PPB y de bootstrap para ML. Los valores por debajo del 95%
no se muestran. En los cuadros se remarcan los dos grupos genéticamente diferenciados (Grupo | y Grupo 11).

PM, Puerto Morelos; PT, Puerto Telcach; PS, Puerto Sisal; PC, Puerto Chicxulub; PP, Puerto Progreso. Las
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especies de Gracilariopsis fueron definidas como grupo externo. Las secuencias generadas en la presente

tesis, estn remarcadas en negrita, las no resaltadas provienen del GenBank.

7.2.2. COI

El conjunto de datos consistié en 12 secuencias (Tabla 3 y Apéndice 10) con 671 pb de
longitud, mismas que fueron alineadas con secuencias publicadas en el GenBank (Apéndice
8). El andlisis de ML y el analisis Bayesiano, presentaron topologias idénticas, por lo que
solo se presenta el andlisis Bayesiano con los valores de ML integrados (Figura 15). La
topologia resultante, mostrd6 dos grupos monofiléticos (Gl y GIlI), uno fuertemente
soportando por los valores de PPB y bootstrap (GI, 0.99/100 respectivamente), y el otro
grupo (GlI) no lo estuvo. EI Grupo I, estuvo integrado por cinco secuencias de Yucatan y
Quintana Roo, mientras que el Grupo Il integré siete muestras también de Yucatan con

cinco secuencias de Hydropuntia cornea del GenBank.
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— Gracilariopsis lemaneiformis Q843342

L Gp. longissima Q843344

Gracilaria gracilis F1499509
1.0/100

L— G. pacifica F1499528

[—Hydropuntia caudata JQ843319

1.0/100

PM66-3 KP636768

PM66-4 KP636769
0.99/100)

PP67-5 KP636770 Grupol

- PP67-9 KP636774

PT69-5 KP636777

PP67-10 KP636772

PP67-1 KP636771
PP67-8 KP636773
- PS68-1 KP636775

PS68-5 KP636776

PC70-10 KP636778 Grupo Ii
PC70-2 KP636779
H. cornea 1Q843322
H. cornea JQ843321

- H. cornea 1Q843323

H. cornea JQ843324

H. cornea JQ935791

0.1 Sustituciones por sitio

FIGURA 15. Topologia Bayesiana con datos de secuencias del gen COI para muestras de Hydropuntia cornea.
En las ramas se indican los valores de PPB y de bootstrap para ML. Los valores por debajo del 95% no se
muestran. En los cuadros se remarcan los dos grupos genéticamente diferenciados (Grupo | y Grupo I1). PM,

Puerto Morelos; PT, Puerto Telcach; PS, Puerto Sisal; PC Puerto Chicxulub; PP, Puerto Progreso. Las
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especies de Gracilariopsis fueron definidas como grupo externo. Las secuencias generadas en la presente

tesis, estan remarcadas en negrita, las no resaltadas provienen del GenBank.

7.3. DISTANCIAS GENETICAS

Para cada conjunto de datos de los cinco marcadores trabajados, se calcularon las distancias
(corregidas y no corregidas p) interespecificas e intraespecificas para los grupos genéticos |
y Il (Tabla 14). La distancia interespecifica entre el Grupo | y el Grupo Il (corregida y no
corregida, respectivamente) fue de 3.4% y 3.3% con RuBisCo, 2% y 2% con la region
espaciadora cox2-3, 2.8% y 2.7% con rbcL y, 4.3% y 4.4% con COI. La distancia
intraespecifica del Grupo I, fue la misma corregida y no corregida, 1.6% con RuBisCo y
0.4% con la region espaciadora cox2-3; al interior del Grupo 11, la distancia genética fue la
misma, corregida y no corregida, 1.1% con RuBisCo y con la region espaciadora cox2-3 no
hubo diferencia. Con el gen ITS, la distancia interespecifica entre los ribogrupos 1 y 2

(corregida y no corregida, respectivamente) fue 90% y 61%.

TABLA 14. Matriz de distancias corregidas (en la posicién superior de la matriz, resaltados en negritas) y
distancias p no corregidas (en la posicién de la matriz, no resaltados) de las secuencias de ADN
correspondientes con los haplotipos encontrados en las poblaciones de Hydropuntia cornea para los cinco

genes trabajados, y, en secuencias del GenBank relacionadas con H. cornea.

I 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
1PT69-1 - 0.0028 0.0028 0.0028 0.0083 0.0055  0.0055 0.0084 0.0169 0.0198 0.0198 0.0140
21C82-4 0.0027 0.0055 0.0055 0.0055 0.0028  0.0028 0.0112 0.0198 0.0227 0.0226 0.0111

31C82-6 0.0028 0.0055

- 0.0055 0.0111 0.0083  0.0083 0.0112 0.0198 0.0228 0.0227 0.0168
4 PBE50 0.0028 0.0055 0.0055 - 0.0111 0.0083  0.0083 0.0112 0.0198 0.0169 0.0227 0.0168
5PB83-11 0.0083 0.0055 0.0111 0.0111 - 0.0083  0.0083 0.0168 0.0255 0.0285 0.0285 0.0168
61C82-11 0.0055 0.0027 0.0083 0.0083 0.0083 - 0.0055 0.0140 0.0226 0.0256 0.0255 0.0083
71C82-9 0.0055 0.0028 0.0083 0.0083 0.0083 0.0055 - 0.0140 0.0227 0.0257 0.0256  0.0083
8PS68-8 0.0083 0.0111 0.0112 0.0111 0.0167 0.0139 0.0139 - 0.0083 0.0112 0.0111  0.0226
9PP67-10 0.0167 0.0195 0.0196 0.0196 0.0252 0.0223 0.0224 0.0083 - 0.0028 0.0028  0.0315
10PME9 0.0196 0.0224 0.0225 0.0167 0.0280 0.0252 0.0253 0.0111 0.0028 - 0.0055  0.0346
11PS68-2 0.0195 0.0223 0.0224 0.0224 0.0280 0.0252 0.0252 0.0111 0.0027 0.0055 - 0.0345
12BP88-1 0.0138 0.0111 0.0167 0.0167 0.0166 0.0083 0.0083 0.0223 0.0309 0.0339 0.0338 -
1. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1PP67-1

- 0.0031 0.0008 0.0031 0.0031 0.0218 0.0227 0.0244 0.0235 0.0269 0.0937  0.0937
2 PS68-1 0.00309 -

0.0024 0.0047 0.0047 0.0252 0.0260 0.0260 0.0252 0.0286 0.0957  0.0957
3 PP67-8 0.00310  0.00466 - 0.0024 0.0024 0.0227 0.0235 0.0235 0.0227 0.0261 0.0927  0.0927
4 PS68-5 0.00388  0.00544  0.00390 0.0016 0.0252 0.0260 0.0260 0.0252 0.0286 0.0956  0.0956

5PCH70-10 0.00311 0.00466  0.00312  0.00156

- 0.0252 0.0260 0.0260 0.0252 0.0286 0.0957  0.0957
6 H. usneoides  0.02059  0.02393  0.02400  0.02481  0.02403 -

0.0008 0.0024 0.0016 0.0047 0.0935  0.0935
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USA

7H.usneoides  0.02136  0.02471  0.02478  0.02560  0.02482  0.00076 0.0031 0.0008 0.0039 0.0924  0.0924
Mex

8 PM66-4 0.02470  0.02636  0.02409 0.02569  0.02490  0.00387  0.00464 - 0.0024 0.0055 0.0924  0.0924
9PT 69-5 0.02903  0.02477  0.02405 0.02486  0.02408  0.00840 0.00764  0.00233 - 0.0031 0.0914  0.0914
10 PP67-9 0.02548 0.02710 0.02715 0.02798 0.02720 0.00464 0.00387  0.00542  0.00310 - 0.0955  0.0955
11 G. backeri 0.08009 0.08265 0.08290 0.08381 0.08302 0.08009 0.07933 0.08191 0.08561 0.08272 - 0.0128
12 G.capensis  0.08022 0.08282 0.08308 0.08401 0.08321 0.08022 0.07946 0.08209 0.08576  0.08290  0.01221 -
111 1 2 3

1PSNE17 - 0.0041 0.0166

2PT69-10 0.00405 - 0.0209

3PC70-4 0.01619  0.02024 -

\Y2 1 2 3 4 5 6

1PM66-1 - 0.0045 0.0382 0.0433 0.1399  0.1682

2 PP67-9 0.00447 - 0.0434 0.0485 0.1467  0.1756

3PCH70-10 0.03577  0.04024 - 0.0106 0.1470  0.1582

4 H. cornea 0.04024  0.04471  0.01043 - 0.1399  0.1603

5 G. pacifica 0.11624  0.12072  0.12072 0.11624 - 0.1069

6 G. gracilis 0.13413  0.13860 0.12817 0.12966  0.08942 -

V. 1 2 3 4 5

1PP67-9 - 0.1004 3.9062 4.2200 4.0303

2 PCH70-10 0.08873 - 3.0201 3.2180 3.1189

3PS68-1 0.61568  0.60072 - 0.0665 0.6041

4 PP67-5 0.61980 0.60620  0.06093 - 0.0063

5 PM66-3 0.61764  0.60414  0.05908  0.00550 -

I.  Regiodn espaciadora de la RuBisCo; Il. rbcL; I11. Regidn espaciadora cox2-3; IV. COI; V. ITS.

7.4. VARIACION MORFOLOGICA

Para las poblaciones mexicanas muestreadas, diferenciamos trece morfos (Figuras 16 y 17)

dentro del espectro de variacion morfologica de Hydropuntia cornea. La mayor diversidad

de formas se encontr6 en Campeche (7), seguido de Yucatan (5) y Quintana Roo (1). Las

muestras de Venezuela y Brasil, presentaron una morfologia similar a la encontrada en las

poblaciones del Caribe mexicano.
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UAMIZ-1232

UAMIZ-957

UAMIZ-1230

UAMIZ-1234

A

UAMIZ-1228

FIGURA 16. Espectro de variacion morfologica encontrado al interior de Hydropuntia cornea en Campeche.

El nimero de voucher se indica en la figura. Barra de escalas= 5 cm.
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UAIZ-1285 UAMIZ-1284

UAMIZ-1281 UAMIZ-1286

UAMIZ-1283 UAMIZ-1282

FIGURA 17. Espectro de variacion morfolGgica encontrado al interior de Hydropuntia cornea en Yucatén y

Quintana Roo. El nimero de voucher se indica en la figura. Barra de escalas= 5 cm.
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Para el andlisis de Componentes Principales, se consideraron siete caracteres (Tabla 15)
que fueron observados en 20 individuos representantes de los dos grupos geneticos (Gl y
GIlI). Los primeros tres componentes explicaron el 80% de la varianza (Tabla 16). El
componente 1 (CP1) explico el 57.1% de la varianza, el componente 2 (CP2) explicd el
14.6% y el componente 3 (CP3) explicé el 8.6%. Sin embargo, no se observaron diferencias

morfoldgicas entre ambos grupos (Tabla 15 y Figura 18).
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TABLA 15. Distribucién de los caracteres diagndsticos observados, de acuerdo con Dreckmann (2012) y Ardito et al. (2014), en 20 muestras representativas de los

grupos genéticos Gl y Gll, en diferentes poblaciones de Hydropuntia cornea.

Grupo
. Diametro de las células Diametro de las células . molecu
Mulgstra Ldoer:%gllé)d NUmero de NUmero de capas corticales (um) Numero de capas medulares (um) ggg;?é?aﬁ;!g: lar
é (cm) ramificaciones en el talo corticales Largo Ancho medulares Largo Ancho (um)
PM66-6 16 18 4 10-12.5 4-5 14 120-340 80-200 - el
PME9 30 14 4 10-12.5 5-7.5 12 110-250 60-190 - e
PMES88 20 8 4 10-15 5-7.5 16 140-240 80-160 - el
PME97 17 7 2 10-12 5-7.5 12 110-250 60-110 - e
PME100 11.25 9 2 10-15 7.5 16 160-200 100-150 - el
PP67-2 28 12 3 10-12 5-7.5 14 190-280 100-200 - e
PP67-4 13 12 2 10 5 16 200-500 100-220 - e
PP67-7 18 8 2 10-15 5-6.25 14 150-250 80-110 - e
PP67-9 14 7 1 10-13.8 5 11 80-200 60-150 25-30 el
PS68-5 20 4 3 10-11.5 4-5 12 240-400 130-280 - e
PS68-10 24 12 1 15 75 16 180-300 100-200 25-30 e
PT69-5 19 3 1 12.5-15 5-75 14 100-260 70-210 20-30 el
PT69-8 13 3 2 10-12.5 4-7.5 10 120-280 80-200 - el
PT69-10 22 5 2 10-15 5 10 220-310 70-150 20-25 el
PCH70-1 28 7 2 10 5 12 160-200 60-160 20-30 e
PCH70-5 40 16 2 10-12.5 45-75 10 180-300 100-180 20-25 el
PCH70-9 20.5 5 1 12-12.5 75 12 180-320 80-160 - el
PCE5 7 9 4 12-15 5-75 18 90-150 70-120 - el
PCE4 11 12 2 10-12.5 5-7.5 11 80-150 60-110 - el
PCE103 24 8 2 10-12.5 5 10 90-150 60-140 - el

®ID referido al nimero de campo y clave de extraccion de ADN con la que se identifica a los individuos que fueron analizados morfoldgicamente. Cada clave, la

cual incluye las siglas de la poblacion y numero de individuo, se describe en la Tabla 3.
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FIGURA 18. Caracteres diagnosticos de Hydropuntia cornea. En A, B y D, se muestra el patrén y nimero de

ramificaciones, Grupo | a la izquierda y Grupo Il a la derecha. Barra de escalas=3 cm. En C (Grupo 1) y E




(Grupo 1), se muestra el nimero y didmetro de capas corticales y medulares. Barra de escalas=400 pm y 350
pm respectivamente. En F (Grupo 1) y G (Grupo I1), se muestran el didmetro de los cistocarpos y el nimero
de capas celulares en el pericarpo. Barra de escalas=300 um. En H (Grupo 1) y G (Grupo 1), se muestran los

tetrasporangios. Barras de escala 30 pm.

TABLA 16. Resumen de la varianza total explicada en componentes principales.

Suma de extraccion de cargas al Suma de rotacién de cargas al
Valores propios iniciales cuadrado cuadrado
% de % % de % % de %

Componentes Total Varianza Acumulada Total Varianza Acumulada Total Varianza Acumulada

1 6.852 57.100 57.100 6.852 57.100 57.100 5.652 47.097 47.097
2 1.751 14.593 71.693 1.751 14.593 71.693 2.123 17.692 64.789
3 1.033 8.607 80.300 1.033 8.607 80.300 1.861 15.511 80.300
4 .647 5.388 85.688
5 .468 3.899 89.587
6 .398 3.316 92.904
7 .346 2.883 95.787
8 .237 1.977 97.764
9 176 1.467 99.231
10 .078 .647 99.878
11 .012 101 99.979
12 .003 .021 100.000

Por otro lado, el analisis discriminante mostré normalidad y homogeneidad de varianza (F=
2.92, P < 0.05) en los datos. El valor obtenido para la lambda de Wilks’s (A) a su vez, fue
2=0.997 con una significancia de P<0.05, lo que mostr0 que no existe diferencia

significativa entre las muestras (Figura 19).
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1 PM66-6
2 PME88

3 PME100
4 PP67-9

5 PT69-5

6 PT69-8

7 PT69-10
8 CPES

9 CPE4

10 PS68-10
11 PMES
12 PME97
13 PC70-1
14 PC67-4
15 PP67-7
16 PS68-5
17 CPE103
18 PP67-2
19 PC70-5
20 PC70-9

FIGURA 19. Grafica del anélisis de componentes principales de los datos morfolégicos. El eje de la X muestra

la varianza del CP1, y el eje de la Y muestra la varianza del CP2. Los valores de varianza estan indicados en

los paréntesis. Los puntos negros representan a las muestras del Grupo | y los puntos grises al Grupo Il. Los

ndmeros indican el nimero de muestra.

Con base en estos valores, se aceptd la hipotesis nula “Grupo I y Grupo II no son

morfologicamente diferentes”.
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8. DISCUSION

Los cinco marcadores moleculares utilizados y todos los andlisis realizados con ellos,
revelaron estructura genética al interior de las poblaciones de Hydropuntia cornea en el
Golfo de México y el Caribe. De los tres marcadores moleculares utilizados para analizar la
variacion genética, la region espaciadora cox2-3 mostré6 muy baja variacién genética intra e
interespecifcia, la regién espaciadora de la RuBisCo mostr6 baja variacion interespecifica
pero suficiente variacion intraespecifica y, el gen ITS revelé una muy alta variacion intra e
interespecifica y un gran namero de gaps; por lo que el gen recomendado para estudios de
variacion genética en especies de Hydropuntia es la region espaciadora de la RuBisCo. Los
genes rbcL y COI, utilizados en analisis filogenéticos, aunque son conservados fueron

suficientemente variables para revelar afinidades interespecificas.

8.1. VARIACION GENETICA

Tanto la region espaciadora de la RuBisCo como la region espaciadora cox2-3, mostraron
baja variacion genética entre grupos (3.4% y 3.3% y 2% y 2% corregida y no coreegida,
respectivamente). Sin embargo, el ndmero de haplotipos encontrados con la region
espaciadora de la RuBisCo (12) fue considerablemente mayor al nimero de los haplotipos
encontrados con cox2-3 (3), en una proporcion 4:1. Contrariamente a lo que ha sido
registrado en publicaciones previas con especies del grupo (Garcia-Rodriguez et al. 2013;
Yang et al. 2013), la region espaciadora cox2-3 no mostré suficiente variacion al interior de
las poblaciones de Hydropuntia cornea. A menudo este gen ha sido referido como una
region altamente variable, ideal para estudios de genética de poblaciones en algas rojas

(Zuccarello et al. 1999), nuestros resultados por el contrario, mostraron que la region
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espaciadora cox2-3 es altamente conservada, en consecuencia, la regioén espaciadora de la

RuBisCo es un mejor gen para los estudios de genética de las especies de Hydropuntia.

Por otro lado, la notable diferencia en el nimero de haplotipos encontrados con ambos
genes, podria ser consecuencia de la diferencia en las tallas de las muestras (133 RuBisCo y
55 cox2-3). Sin embargo, este muestreo diferencial fue consecuencia de los resultados
previamente reportados en Nufiez-Resendiz et al. (2015), donde la cantidad de haplotipos
encontrados con cox2-3 mostrd una proporcion 2:1. EIl gen ITS se discute en la siguiente

seccion.

8.1.1. Estructura genética

Las redes haplotipicas resultantes del analisis de haplotipos para ambas regiones, revelaron
una estructuracion en dos haplogrupos genéticos (Gl y GlI). Sin embargo, en ambas redes
los grupos permanecieron interconectados por no mas de seis pasos mutacionales (seis en
RuBisCo y cuatro en cox2-3), lo que sugiere un posible intercambio genético entre ellos.
Sin embargo, la correspondencia genética entre los haplogrupos G1 y Gll para ambos genes
se mantuvo, es decir, cada haplogrupo Gl de RuBisCo correspondi6é con el haplogrupo Gl
de cox2-3, de igual manera sucedié con los haplogrupos Gll, lo que apoya un aislamiento

reproductivo.

Por otro lado, para la region espaciadora de la RuBisCo (Figura 6), en el haplogrupo Gl
todos los haplotipos estuvieron separados por un solo paso mutacional, con excepcion del
haplotipo R12, el cual estuvo separado del resto por tres pasos mutacionales. Esta
diferencia es equiparable con el nimero de pasos mutacionales que separaron al haplogrupo

Gl de Gll, los cuales permanecieron interconectados por un haplotipo intermedio (R8), que
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a su vez separo a los haplogrupos Gl y Gl por tres pasos mutacionales, respectivamente.
Este dato sugiere la posible presencia de un tercer grupo genético representado por R12.
Para la regién espaciadora cox2-3, no fue posible confirmar dicha estructura ya que no se
amplificaron las muestras de Brasil con este gen, pero el haplotipo intermedio R8, quedd

integrado dentro del haplogrupo GlII de cox2-3.

Los pasos mutacionales que separaron a los haplogrupos Gl y GIlI en ambos genes,
correspondieron con transiciones y transversiones de una base a otra. Con ninguno de los

marcadores hubo delesiones o inserciones de bases.

En la red haplotipica de la region espaciadora de la RuBisCo, el haplogrupo GI mostré una
estructura jerarquica de los haplotipos, mientras que el haplogrupo GIlI mostré una
organizacion estrellada de los haplotipos. Esta forma particular del haplogrupo GlI sugiere
un proceso reciente de expansion demografica de este grupo en el area (Slatkin & Hudson
1991). Por el contrario, la red haplotipica con cox2-3 (Figura 7), mostré una estructura
lineal en la organizacién de los haplotipos para ambos haplogrupos, sin embargo, como ya
se discutio anteriormente, la talla de la muestra y la cantidad de variacion haplotipica entre

ambos genes, podrian justificar dicha conformacion.

Dado que ambos genes mostraron una hipétesis similar y que la variacién genética entre
ambos marcadores fue muy baja, se piensa que la divergencia entre ambos grupos ha sido

un evento reciente.

Por el contrario, el gen ITS revel6 una altisima diversidad genética (90% corregida y 61%
no corregida) entre ribogrupos (A y B). En la red haplotipica incluso, ambos grupos

estuvieron separados por mas de 40 pasos mutacionales (Figura 8), lo que sugiere que los
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ribogrupos A y B corresponden con dos especies diferenciadas, incluso a nivel de orden.
Sin embargo, los individuos del Grupo | y del Grupo Il definidos con las regiones
espaciadoras RuBisCo y cox2-3, estuvieron mezclados en Ay B lo que sugiere que existe
intercambio genético entre estos grupos. En organismos fotosintéticos, los genes nucleares
son de naturaleza variable con gran nimero de GAPS (Leliaert et al. 2014) en sus
secuencias de ADN, en consecuencia el alto nivel de variacion intra-individuo con ITS
(Fama et al. 2000; Lange et al. 2002) dificulta el alineamiento de las secuencias. Por estas
razones, el namero de secuencias generadas con este gen fue reducido, en consecuencia no
fue considerado para el resto de los analisis mostrados en la presente tesis. A pesar de dicha
condicién, un gran namero de estudios filogenéticos en algas marinas han empleado los

genes ITS (Yow et al. 2013).

8.1.2. Distribucion haplotipica

Los haplotipos de las regiones espaciadoras cox2-3 y RuBisCo, mostraron un patrén comdn
de distribucion. Aungue el muestreo entre los dos marcadores fue significativamente
desigual, ambos mostraron que el haplogrupo Gll estuvo ausente en Campeche (Figuras 9 y
10). Sin embargo, a partir de Yucatan hasta el Gran Caribe (Brasil), los haplogrupos Gl y
GII mostraron una distribucion simpatrica, siendo el haplogrupo Gll el dominante, excepto

en Quintana Roo en donde predominé el haplogrupo Gl.

La region espaciadora de la RuBisCo reveld una alta variacion haplotipica en Campeche
(siete haplotipos). Con excepcidn del haplotipo R1 que se encontro en casi la totalidad de
las poblaciones estudiadas (11 de 14 poblaciones), el haplotipo R4 que se encontré en una

poblacion de Quintana Roo y el haplotipo R6 que se encontrd en Brasil, los haplotipos de
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Campeche estuvieron restringidos al Golfo de México y no se compartieron con el Caribe.
Por otro lado, el Caribe mostré una marcada monotonia haplotipica respecto del Golfo de
México. Esta ausencia de variacion puede explicarse por las condiciones ambientales
homogéneas en el area. Esta observacion concuerda con lo registrado en estudios sobre
riqueza floristica, en los que se ha reportado una mayor diversidad asociada a condiciones
heterogéneas del ambiente, desde Puerto Sisal hacia el Golfo de México, en contraste con
las condiciones homogéneas del Caribe, en donde la diversidad disminuye (Tapia et al.
2015). Por el contrario, en Campeche, la convergencia de al menos dos corrientes oceanicas
(de Lazo y Caribe) y el constante aporte de aguas dulces (como la Laguna de Términos),
sumado a la fisiografia de la zona que imposibilita el establecimiento de las especies por la
ausencia de sustratos rocosos, convierten a la zona en un ambiente muy heterogéneo en el
que las presiones de seleccion actian con mayor intensidad; en consecuencia, las

poblaciones estan variando todo el tiempo.

Cabe destacar sin embargo que Yucatan y Venezuela mostraron una composicion
haplotipica similar mientras que Campeche y Quintana Roo revelaron otra composicion
afin de haplotipos compartidos, excepto por el haplotipo R12 que fue exclusivo para Brasil.
Tanto la presencia del haplotipo R8 que es intermedio entre los haplogrupos Gl y GllI, asi
como el cambio en la composicion haplotipica entre Campeche y el resto del Mar Caribe,
desde Puerto Sisal hasta el norte de Brasil, sugieren una ruptura genética justo en Puerto
Sisal (Lee et al. 2014), donde el cambio en la composicion haplotipica fue mas notorio
(Figura 9). Esto indica que en este punto ocurrio el Gltimo intercambio genético entre los
haplogrupos. El area de Yucatan, ha sido ya previamente referida como una zona de

transicion entre las floras del Golfo de México y el Caribe (Pedroche & Senties 2003).

98



Incluso, en estudios de diversidad de grandes macroalgas, en la zona de Yucatén a la altura
de Puerto Progreso, se ha detectado un nodo panbiogegrafico en donde chocan las biotas

(Vilchis-Alfaro 2015), dato que es congruente con nuestros resultados.

Los eventos geoldgicos que tuvieron lugar en el &rea, el levantamiento de la Peninsula de
Yuctan y el cierre del Istmo de Panama (Willis & McElwain 2002), jugaron un importante
papel en el establecimiento y distribucion de los haplotipos actuales de Hydropuntia
cornea. Hace aproximadamente 20 ma, cuando lo que ahora es el Istmo de Tehuantepec
estaba cubierto por agua, existié una especie ancestral cuya distribucion era continua en el
Atlantico americano. Con la emersion del bloque de la Peninsula de Yucatan, que separo al
Golfo de México del Mar Caribe, comenzo el aislamiento geografico de Campeche. Sin
embargo, dado el patron de paleocorrientes imperante en el Mioceno, cuya direccidn era
Pacifico-Atlantico y asu vez de norte a sur (Coates & Stallar 2013), el intercambio genético
entre las poblaciones de Campeche y las poblaciones del Mar Caribe se mantenia. Este
patrén de paleocorrientes sumado a la presencia de haplotipos de nuestros haplogrupos Gl y
GIl a ambos lados de la Peninsula, sugieren que el patron de colonizacion de los haplotipos
fue desde el Golfo de México hacia el mar Caribe. Tanto el patrén de paleocorrientes como
la ausencia de Hydropuntia en el Pacifico (Dreckmann & Senties 2014), apoyan dicha
hipdtesis. Hace aproximadamente 3 ma, tras el cierre del Istmo de Panama, la masa de agua
que antes ocupaba ese espacio, comenzd a chocar con la placa terrestre, por lo cual se vié
forzada a desplazarse hacie el norte, cambiando radicalmente el patron de corrientes en dos
direcciones, dando origen a la corriente de Lazo (con movimientos ciclicos) y la correinte

del Caribe (en direccidn sur a norte). Este nuevo patrén de corrientes superficiales, termind
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por interrumpir el flujo genético (Nm=0.13) entre las poblaciones del Caribe y la de

Campeche al aislarlas completamente.

Con el cambio de las correintes, también cambiaron las condiciones medioambientales
(salinidad, nutrientes, sustratos, etc.) en el Mar Caribe, principalmente la temperatura y la
salinidad. De esta manera, los haplotipos mas actuales (R8, R9, R10 y R11) se adaptaron
pronto a las nuevas condiciones ambientales y se expandieron en el Mar Caribe. Mientras
tanto, de los haplotipos mas ancestrales, solo los haplotipos R1, R4 y R6 se mantuvieron en
el Mar Caribe, aunque en menor proporcion (Figura 9); el resto de los haplotipos
ancestrales, fueron paulatinamente extinguiendose después de dar origen a los actuales R8,
R9, R10 y R11, tal como lo sugieren las redes haplotipicas (Figuras 6 y 7). De esta manera,
en el Golfo de México se mantiene el haplogrupo Gl, incrementando la variabilidad en sus
haplotipos y; en el Mar Caribe, se establece el haplogrupo Gll, colonizando el Caribe,
aungue continua compartiendo distribucion con Gl. La dominancia del haplogrupo GlI en
el Caribe y la marcada disminucion del haplogrupo Gl en el resto del Caribe en
comparacion con su abundancia en Campeche, asi como la ruptura genética observada en
Puerto Sisal, proporcionan evidencia solida para soportar esta hipdtesis sobre el origen de
los actuales haplogrupos hermanos Gl y Gl y su distribucién en el Golfo de México y el

Mar Caribe.

Tanto la presencia como la abundancia del haplotipo R1 en las poblaciones de Hydropuntia
cornea asi como el nimero de conexiones con otros haplotipos en la red haplotipica,
sugieren que R1 es el haplotipo ancestral. Por otro lado, los resultados mostrados con la
region espaciadora cox2-3, sugieren también que el haplogrupo Gl es mas parecido a la

especie ancestral de Gl y GllI.
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Dado que la separacion de la especie ancestral (hace 19 ma) y la interrupcion del flujo
genético entre los haplogrupos Gl y Gll (hace 3.1 ma) han sido eventos muy recientes,
ambos grupos no se han separado completamente, es por eso que en las redes haplotipicas
permanecen interconectados y su distribucion actual continda siendo simpatrica en el Mar

Caribe.

A partir de estos datos, se esperaria que el haplogrupo Gl estuviera presente en el resto del
Golfo de México y quiza hasta Florida. Sin embargo, tanto en Tabasco como en Veracruz,
Hydropuntia cornea estuvo ausente. De acuerdo con lo reportado por Dreckmann & Senties
(2014), H. cornea es una especie estrictamente marina, y, tanto Veracruz como Tabasco,
son sitios estuarinos en donde el aporte constante de agua dulce, los convierte en ambientes
salobres. Quiza las corrientes podrian llevar a las poblaciones de H. cornea a Florida, sin
embargo, quizé los haplotipos encontrados ahi sean completamente diferentes, ya que dicha
zona ya no es tropical sino templada. Aun asi, seria necesario ampliar el muestreo a esa

zona en estudios futuros.

8.1.3. Medidas de diversidad genética y flujo genético

Las medidas de diversidad genética calculadas para las poblaciones de Hydropuntia cornea,
mostraron una alta diversidad haplotipica (Hd=0.776, >0.5) y una baja diversidad
nucleotidica (7z=0.010, <0.5), lo que sugeriria que H. cornea ha mantenido grandes tamafios
poblacionales en el tiempo (Kim et al. 2012). Por otro lado, las medidas de diversidad
mostradas en la tabla 8, mostraron que la mayor diversidad haplotipica se encontrd en las
poblaciones de Campeche, cuyos valores de Hd fueron mayores o iguales a 0.5 para todas

las poblaciones, excepto para Sabancuy donde no hubo variacién. En contraste, todas las
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poblaciones desde Yucatan hasta el norte de Brasil, con excepcién de Puerto Sisal que
mostré un valor de Hd=0.73333, mostraron valores de Hd menores a 0.5 e incluso iguales a
0 para Puerto Telchac y Tumatey. Estos valores de Hd>0.5 y de #<0.5, sugieren que hubo
una rapida expansion poblacional tras un periodo de tamafios bajos de la poblacion (Grant
& Bowen 1998). Estos datos, sumados a la presencia del haplotipo R1 en las poblaciones
desde el Caribe al Golfo de México, a la presencia de los haplotipos R4 y R6 en ambos
lados, y, a la ausencia de Hydropuntia cornea en Tabasco y Veracruz, sugieren que el
origen de la especie fue en Campeche y desde ahi migro hacia el resto del Caribe hasta el
norte de Brasil, cuando la poblacién era continua. Tras la emersion de la Peninsula de
Yucatan y el cierre del Istmo de Panam4, las poblaciones de Campeche quedaron aisladas;
en consecuencia hubo una notoria reduccion en las tallas de las poblaciones. Tras la
interrupcion del flujo genético, dichas poblaciones sufrieron un proceso de expansion

demogréfica reciente.

Los valores calculados para las tasas de migracion entre poblaciones bajo los diferentes
modelos referidos (Nm=0.34 para haplotipos y Nm=0.13 para secuencias), demuestran no
solo la interrupcion del flujo genético entre las poblaciones, sino que estas no estan en
equilibrio (expansion demografica reciente), por lo que no existe intercambiando constante

de migrantes. Estos datos apoyan también la diferenciacion entre los grupos Gl y GIlI.

8.1.4. Historia demografica

Considerando a todas las poblaciones de Hydropuntia cornea como un solo grupo genético,
la distribucién Mismatch muestra una distribucion multimodal (Figura 11) que sugiere un

equilibrio demografico en las poblaciones. Sin embargo, el resto de los analisis revelan que

102



dicha hipotesis es improbable, ya que hasta ahora todos los andlisis apoyan una estructura
genética en H. cornea. Por el contrario, la distribucion Mismatch para grupos separados,
revelaron una distribucion ligeramente multimodal para el grupo Gl y unimodal para el
grupo GII (Figura 12 A y B, respectivamente). Sin embargo, las pruebas de neutralidad
revelaron sélo valores significativos para el grupo GlI (Tabla 9). Estos datos sugieren que
el grupo GI podria estar en un periodo de equilibrio demografico tras un evento de
expansion reciente y que el grupo GlI sufrié un evento de expansién demogréafica reciente.
Para el grupo GlII, tanto la red haplotipica en forma de estrella, como la distribucion
unimodal y los test de neutralidad (Slatkin & Hudson 1991), soportan dicha hipdtesis,
aungue los valores de Hd sean menores a 0.5. Por el contrario, para el grupo Gl los valores
de neutralidad no fueron significativos, y los valores de Hd fueron mayores a 0.5, ademas,
en la grafica de la distribucion Mismatch, la distribucion es méas tendenciosa hacia la
unimodalidad, excepto hacia el final, donde presenta un pico multimodal. Por lo tanto, el
grupo Gl podria ser unimodal, tal como sugieren los altos valores de Hd. De acuerdo con la
red haplotipica mostrada en la Figura 6, y discutida en la seccidn de estructura genética y
distribucién haplotipica, en Brasil, el haplotipo R12 (exclusivo del area), se encuentra
separado del resto de los haplotipos en el grupo GI por tres pasos mutacionales, lo que
corresponde con el nimero de pasos mutacionales que separan a los grupos Gl y GllI tanto
en la regidn espaciadora de la RuBisCo como en cox2-3. Esto sugiere que el haplotipo R12
podria corresponder con una estructura genética diferente de Gl y Gll, o sea un tercer grupo
genético. Sin embargo, se requeriria un muestreo mayor en el area para confirmar dicha

hipotesis.
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8.1.5. SAMOVA, AMOVA vy aislamiento por distancia

El analisis en SAMOVA, revel6 tres grupos genéticos separados geograficamente. Estos
grupos corresponden con Brasil (R12); Yucatan y Venezuela que comparten la misma
composicion haplotipica (R9 como haplotipo dominante); y Campeche y Quintana Roo,
cuya composicién haplotipica es similar. De acuerdo con este analisis, los tres grupos
definidos por SAMOVA, podrian corresponder con tres grupos genéticos diferentes
separados por barreras geogréaficas (Figura 13). Este resultado esta plenamente apoyado por
todos los resultados anteriores y por los estadisticos F (Tabla 11), cuyos valores fueron
muy cercanos a 1, lo que confirma la estructura genética al interior de las poblaciones de H.
cornea. De acuerdo con este andlisis, existen barreras que mantienen separadas a las
poblaciones, sin embargo, los tres grupos son simpatricos en el Caribe, aunque

genéticamente se confirma que existe una barrera entre ellos.

Los valores de Fst calculados con AMOVA (Fst=0.63206) y con SAMOVA (Fst=
0.74662), mostraron una ligera diferencia, siendo la Fst de SAMOVA mayor que la de
AMOVA. Sin embargo, ambos valores fueron estadisticamente significativos para apoyar
la estructura genética en las poblaciones de Hydropuntia cornea. Los valores de varianza
calculados para los tres grupos definidos por SAMOVA (Tabla 13), fueron igualmente
significativos al apoyar la estructura en tres grupos genéticos. Adicionalmente, el valor del
estadistico g=2.835>1.645 proporcionado por la prueba de MANTEL, corrobord que existe

una relacion entre la variacion genética y la distancia geografica.

Hasta ahora, todos los resultados de diversidad genética han apoyado una estructura

genética en al menos dos grupos genéticos (Gl y GII), los cuales se encuentran aislados
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reproductiva y geograficamente, uno en el Golfo de México y otro en el Caribe. De acuerdo

con el concepto bioldgico de Mayr (1957), ambos grupos son buenas especies.

8.2.  ANALISIS FILOGENETICOS

Los analisis filogenéticos con rbcL y COI, mostraron dos clados hermanos monofiléticos
(Figuras 14 y 15), los cuales fueron consistentes con los haplogrupos Gl y Gl mostrados

en las redes haplotipicas de las regiones espaciadoras RuBisCo y cox2-3.

La distancia genética entre los clados | y Il (2.8% y 2.7% corregida y no corregida
respectivamente, para rbcL y 4.3% y 4.4% para COI, respectivamente), fueron
correspondientes con valores de distancia interespecifica encontrados por otros autores en
especies del orden Gracilariales [1.2-5.8% (Kim et al. 2008a), mayores a 2% (Gurgel &
Fredericq 2004) para rbcL y 3.2-9.4% (Saunders 2005), 3.2-16.1% (Yang et al. 2008) para
COlI]. Estos resultados sugieren que los grupos Gl y GlI podrian ser especies diferentes. La
filogenia con rbcL, la cual incluy6 secuencias del GenBank, revel6 una afinidad genética
entre el grupo Gl y secuencias de Hydropuntia usneoides y entre el grupo GII y secuencias
de H. cornea. Para la filogenia con COlI, sin embargo, no hubo secuencias de H. usneoides
disponibles para comparar, pero el grupo GII mostro afinidad genética con secuencias de H.

cornea.

Estos datos sugieren que la estructura genética encontrada en las poblaciones de
Hydropuntia cornea, corresponde con H. usneoides (grupo Gl) y con H. cornea (grupo

GlI).
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8.2.1. Distancias genéticas

Respecto del uso de distancias genéticas corregidas y no corregidas, no hubo diferencias
entre ellas con ninguno de los cinco genes. Cuando fueron usadas para evaluar la distancia
al interior de una especie, no hubo diferencias entre ambos tipos de distancias. Cuando
fueron usadas para evaluar las distancias entre especies, para los grupos Gl y GllI solo
variaron en 0.001%, entre los grupos Gl y GIl y las otras especies de Hydropuntia y
Gracilaria, las distancias corregidas fueron de 2.5% a 3.5% mayores a las distancias no
corregidas (Tabla 14). Esto se explica porque las distancias corregidas son mas
comunmente utilizadas en analisis de filogenia y no en analisis de genética de poblaciones

(Leliaert et al. 2014).

8.3. ANALISIS MORFOLOGICO

Dentro del espectro de variacién morfolégica de Hydropuntia cornea, se encontraron 12
morfotipos, siete en Campeche y cinco en Yucatan (Figuras 16 y 17). Sin embargo, a pesar
de la alta plasticidad fenotipica al interior de H. cornea, el analisis morfométrico mostro
que no existen diferencias morfologicas entre los grupos Gl y GIl. De acuerdo con el
andlisis de los caracteres diagndsticos de las especies de Hydropuntia publicado en Ardito
et al. (2014), tanto el nimero de capas como la talla de las células corticales y medulares,
son caracteres diagnosticos que separan a H. cornea de H. usneoides. Sin embargo, los
analisis morfoldgicos realizados entre los dos grupos genéticamente diferenciados,
mostraron que estas caracteristicas, no son diagnosticas. Para ambos grupos se encontraron
especimenes con un rango de 2-4 capas de células corticales y 9-18 capas de células

medulares. Anteriormente, otros autores habian sugerido también que la separacion
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morfolégicamente entre H. cornea e H. usneoides no era facil (Taylor 1960; Bird et al.
1986; Plastino & Oliveira 2002; Gurgel y Fredericq 2004). Incluso, ambas especies han
sido identificadas erroneamente como especimenes de Gracilaria debilis (Taylor 1960).
Recientemente Dreckmann (2012), siguiendo las descripciones originales de J. Agardh
(1852), propuso que tanto el grosor como la textura y el nimero de ramificaciones en los
talos, podrian ser mas Utiles para la delimitacién entre ambas especies, que el nimero de
capas de células corticales y medulares. Sin embargo, los andlisis aqui presentados,
revaloraron que en los grupos Gl y GII es posible encontrar especimenes tanto gruesos
como muy delgados, y de poco a muy ramificados (Tabla 15 y Figura 18). Por lo tanto,

dichos caracteres tampoco son validos como diagndsticos entre ambas especies.

Dado que los grupos Gl y Gl son genéticamente diferentes (es decir especie validas) pero
morfologicamente indistinguibles, se propuso integrar a ambos como parte del complejo de
especies cripticas Hydropuntia cornea/H. usneoides, en el que las especies quiza podrian
ser reconocidas s6lo en circunstancias limitadas, en ambientes alopatricos por ejemplo,
pero no en la Peninsula de Yucatan (NUfiez-Resendiz et al. 2015). Estos resultados podrian
explicar la falta de registros para H. usneoides en la zona (Mateo-Cid & Mendoza-Gonzélez
1991; Mendoza-Gonzalez & Mateo-Cid 1992; Dreckmann 2012), ya que la tradicion ha
sido describir a los especimenes bajo este conjunto de caracteres generales, y de acuerdo

con lo registrado, H. cornea es la especie dominante en el area.

Sin embargo, si Hydropuntia cornea e H. usneoides son morfol6gicamente idénticas,
aungue genéticamente diferente, ;cdmo es que se nombrd a las secuencias de GenBank
para ambas especies? ¢Cudles fueron los criterios taxonémicos empleados para nombrar

estas muestras (Gurgel & Frederig 2004)? De acuerdo con Gurgel & Frederig (2004) las
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identificaciones de las especies que muestran en su publicacién, se basaron "en las
descripciones originales, analisis critico de la literatura publicada, y en el método de tipo de
Silva (1952)". Esto sugiere que las secuencias publicadas en GenBank (Gurgel & Frederiq
2004) fueron nombrados con base en muestras recolectadas en condiciones alopatricas que
coincidian con los dos fenotipos extremos para H. cornea e H. usneoides. El entorno
influye en la morfologia de las especies, y podria ser que en diferentes sitios, y diferentes
condiciones ambientales, las especies pudieran ser identificadas. Sin embargo, los
resultados aqui mostrados sugieren que estas especies en simpatria tienen una amplia
sobreposicion morfoldgica, por lo que la asignacion correcta de las especies sélo se puede

hacer mediante técnicas moleculares.

A pesar de la disponibilidad de los nombres Hydropuntia cornea e H. usneoides, no es
posible asignar uno u otro nombre a uno u otro de los dos grupos Gl y GllI, ya que los
holotipos respectivos de Agardh (1852) no se han analizado molecularmente. Pero, incluso
si ambos holotipos tuviesen diferentes secuencias, el problema de la sobreposicion de
caracteres en los holotipos y en la literatura persistirian (Bird et al. 1982). Si las especies se
encuentran en condiciones alopatricas, la variacion morfoldgica entre ellas podria ser mas
evidente, por lo que los caracteres diagndsticos serian mas faciles de encontrar. Sin
embargo, en simpatria y en entornos presumiblemente mas uniformes, la variacion
morfoldgica entre las especies puede disminuir generando que los caracteres diagnosticos
sean mas dificiles de reconocer. Este es especialmente el caso en las especies con alta
plasticidad y pocos caracteres diagndsticos, como en muchas algas rojas y especialmente en
Gracilariales. En consecuencia, la diversidad de especies suele ser a menudo subestimada

en condiciones simpatricas.
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9. CONCLUSIONES

De los tres marcadores moleculares utilizados para analizar la variacién genética, la region
espaciadora cox2-3 mostré6 muy baja variacién genética intra e interespecifcia, la region
espaciadora de la RuBisCo mostr6 baja variacion interespecifica pero suficiente variacion
intraespecifica y, el gen ITS revel6 una muy alta variacion intra e interespecifica y un gran
namero de gaps; por lo que el gen recomendado para estudios de variacién genética en la
especie es la region espaciadora de la RuBisCo. Los genes rbcL y COI, utilizados en
andlisis filogenéticos, aunque son conservados fueron suficientemente variables para

revelar afinidades iterespecificas.

Al interior de las poblaciones mexicanas de Hydropuntia cornea, existen dos grupos
genéticamente diferenciados, Gl y GIl. Estos grupos genéticos corresponden con dos

especies conocidas para el area: H. cornea e H. usneoides.

La emersion del Bloque de la Peninsula de Yucatan durante el Mioceno temprano (hace 19
ma), inicid el proceso de especiacion que aislo geograficamente a Campeche y, que tras el
cierre del Istmo de Panama durante el Plioceno medio (hace 3.1 ma), termind con la
separacion de la especie ancestral en las actuales especies H. cornea e H. usneoides. Dado
que el proceso de especiacion ente Hydropuntia cornea e H. usneoides ha sido muy
reciente, la separacion entre ellas no fue completa. Aunque el flujo genético entre ambas

especies se ha interrumpido, permanecen interconectadas en las redes haplotipicas.

A diferencia de la regidn espaciadora cox2-3, la cual mostro tres haplotipos (C1-C3), la
region espaciadora de la RuBisCo, revelé la mayor diversidad genética con 12 haplotipos

(R1-R12). Dado que el haplotipo R1 (designado como posible ancestro) corresponde con
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Hydropuntia usneoides, se infiere que esta especie es la mas parecida al ancestro de ambas

especies.

La reduccion del tamafio poblacional de Hydropuntia cornea e H. usneoides, favorecio,
como resultado de un proceso de expansién demogréafica reciente en ambas especies, el
incremento de la variacién genética al interior de sus poblaciones, principalmente para las

poblaciones de Campeche, las cuales mostraron la mayor variacion genética.

La presencia del haplotipo R1 a ambos lados de la Peninsula de Yucatan, asi como la
composicion haplotipica que revela una ruptura genética en Puerto Sisal, sugieren que la
especie ancestral de Hydropuntia cornea e H. usneoides, se origin6 en Campeche y desde

ahi migro al resto del Mar Caribe hasta el norte de Brasil.

Dada la distribucion de los haplotipos R1-R12 al interior de las poblaciones, el Mar Caribe
resulto ser un ambiente homogeéneo en contraste con el Golfo de México, el cual, tanto por
los constantes aportes de agua dulce, la falta de sustratos rocosos que faciliten el
establecimiento de las especies y la convergencia de corrientes oceanogréaficas, lo

convierten en un ambiente heterogéneo.

Existe una relacion entre la distancia genética y la distancia geografica. La distribucién de
Hydropuntia cornea esté restringida al Caribe, mientras que a H. usneoides se le encuentra
tanto en el Caribe, en simpatria con H. cornea, como en el Golfo de México, en donde es
muy abundante y conspicua. Ambas especies estan ausentes en Tabasco y Veracruz. A
pesar de que Pernambuco es la localidad tipo de H. cornea, no se le encontrd en esta

localidad. Un tercer grupo genético (correspondiente con el haplotipo R12 exclusivo de
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Pernambuco), parece estar involucrado en la estructura genética de H. cornea e H.

usneoides.

Existe una alta variacion morfolégica al interior de Hydropuntia cornea e H. usneoides,
pero el rango de plasticidad fenotipica de ambas especies se sobrepone en un cien por
ciento. La ausencia de caracteres morfoldgicos que las separen las coloca como un

complejo morfoldgico de especies cripticas: H. cornea/H. usneoides.
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10. CONSIDERACIONES FINALES
Dada la heterogeneidad ambiental resultado de la historia geoldgica de la Peninsula de
Yucatan, convierten al area en una excelente candidata para estudios profundos de

diversidad floristica en todos los grupos biolégicos.

Los resultados mostrados en la presente tesis, demuestran que puede existir un gran nimero
de especies escondidas en otras especies ya descritas, que seran reveladas sélo con empleo

de marcadores moleculares.

Por otro lado, es importante continuar con los estudios de variacion genética de las especies
altamente plasticas como lo son los representantes de la familia Gracilariaceae en el area,
ya que los eventos geoldgicos recientes que iniciaron el proceso de especiacion entre el
complejo Hydropuntia cornea/H. usneoides, de igual manera afectaron a otros grupos de
algas al separarlos biogeograficamente. Ademas, es importante conocer el origen y la
historia evolutiva de las especies para un mejor entendimiento y reconstruccion de las

actuales filogenias que en la actualidad, cuantifican la diversidad bioldgica.

Dado que lo que se reconoce en el campo son morfoespecies, se debe encontrar un conjunto
robusto de caracteres diagndsticos que permitan discriminar especies cripticas tanto en
condiciones alopatricas como en condiciones simpatricas. Para ello, los analisis de
morfometria estadistica son la mejor herramienta. Sin embargo, ya que en ambientes
alopatricos el reconocimiento de las especies no representa problema alguno, es en
condiciones simpatricas en donde este tipo de andlisis debe llevarse a cabo, ya que los

caracteres capaces de discriminar especies encontrados en simpatria, seran capaces de
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discriminar en cualquier tipo de condicion. Para estos casos la Peninsula de Yucatan ofrece

las condiciones adecuadas.

La falta de estudios que combinen herramientas moleculares con la morfologia tradicional
en el &rea, son por otra parte, igualmente necesarios, ya que la diversidad real esta siendo

subestimada.
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APENDICE 1. Modificacion al método de extraccion de ADN por Chelax (Zuccarello

1999a).

1) Preparar la solucion Chelax:

Agregar 5% resina 100 de Chelax a 10Mm Tris con pH 8.0. Mezclar hasta que la resina

se disuelva completamente. Poner en hielo.

2) Colocar una pequefia parte (5 mm aprox.) de tejido en un tubo eppendorf estéril.

3) Agregar 200-500 pl (dependiendo de la cantidad de tejido) al tubo ependorf y
triturar con pistilo. La solucion debe colorearse.

4) Calentar (95-100°C) por 10 minutos. Apretar las tapas de los tubos eppendorf
después de 30 segundos de calentado, para ejercer presion.

5) Colocar los tubos en hielo. Centrifugar por 10 minutos a 13 000 rpm. Remover el
sobrenadante y transferirlo a un nuevo tubo eppendorf. No tomar ningun resto de
tejido.

6) Utilizar directamente para PCR. Normalmente 1 pl de ADN para una solucion de 30
ul de PCR funciona.

7) Almacenar ADN a -20°C.
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APENDICE 2. Matriz de caracteres morfoldgicos diagnosticos (Dreckmann 2012 y Ardito et al. 2014) analizados estadisticamente.

ID" Long NumRam NumCortCel LsCortCel LiCortCel DsCortCel DiCortCel NumMedCel LsMedCel LiMedCel DsMedCel DiMedCel

1 16 18 4 10 12.50 4 5 14 120 340 80 200
1 20 8 4 10 15 5 7.5 16 140 240 80 160
1 1125 9 2 10 15 7.5 7.5 16 160 200 100 150
1 14 7 1 10 13.75 5 5 11 80 200 60 150
1 19 3 1 12.5 15 5 7.5 14 100 260 70 210
1 13 3 2 10 12.5 4 7.5 10 120 280 80 200
1 22 5 2 10 15 5 5 10 220 310 70 150
1 7 9 4 12 15 5 7.5 18 90 150 70 120
1 11 12 2 10 125 5 7.5 11 80 150 60 110
2 24 8 2 10 125 5 5 10 90 150 60 140
2 30 14 4 10 125 5 7.5 12 110 250 60 190
2 17 7 2 10 12 5 7.5 12 110 250 60 110
2 28 12 3 10 12 5 7.5 14 190 280 100 200
2 13 12 2 10 10 5 5 16 200 500 100 220
2 18 8 2 10 15 5 6.25 14 150 250 80 110
2 20 4 3 10 115 4 5 12 240 400 130 280
2 24 12 1 15 15 7.5 7.5 16 180 300 100 200
2 28 7 2 10 10 5 5 12 160 200 60 160
2 40 16 2 10 125 4.5 75 10 180 300 100 180
2 205 5 1 12 125 75 75 12 180 320 80 160

Long= Longitud

NumRam= NUmero de ramas

NumCortCel= Numero de celulas corticales
LsCortCel= Largo superior de las células corticales
LiCortCel= Largo inferior de las células corticales
DsCortCel= Diametro superior de las células corticales
DiCortCel= Diametro inferior de las célula corticales
NumMedCel= NUmero de células medulares
LsMedCel= Largo superior de células medulares
LiMedCel= Largo inferior de células medulares
DsMedCel= Didmetro superior de las células medulares
DiMedCel= Didmetro inferior de las células medulares
"El'ntimero 1 identifica a las muestras que correspondieron genéticamente con Hydropuntia usneoides y el nimero 2 a las que correspondieron con H. cornea.
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APENDICE 3. Matriz genética de la region espaciadora de la RuBisCo para analisis en

ARLEQUIN en formato ARP.

[Profile]

Title="RuBisCo sequences en Hydropuntia cornea"

#Data from :
#Nufiez-Resendiz.

NbSamples=14

[Data]

001
002
003
004
005
006
007
008
009
010

011
012
013
014
015
016

017
018
019
020
021
022
023

PR R R R RPRRPRPRRRRRERERE

PR RPRRRPRRE

GenotypicData=0
DataType=DNA
LocusSeparator=NONE

MissingData="?"

[[Samples]]

SampleName="Isla_Carmen"

#Reference: Nufiez-Resendiz.

SampleSize=10

SampleData= {
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAACTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATAATT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT

SampleName="Sabancuy_Campeche"

#Reference: Nufiez-Resendiz.

SampleSize=6

SampleData= {
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT

SampleName="Punta_Xen"

#Reference: Nufiez-Resendiz.

SampleSize=7

SampleData= {
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATAATT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATAATT

SampleName="Bahia_Tortugas"
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024
025
026
027
028
029
030
031
032
033
034
035
036
037

038
039
040
041
042
043
044
045
046

047
048
049
050
051
052
053
054
055
056

057
058
059
060
061
062
063
064
065
066

RPRRPRRRPRRPRRPRRERRERRER

PR RPRPRRRPRRRERE

RPRRPRPRRPRRRRERRE

PR RPRRPRRPRRRRERR

#Reference: Nufez-Resendiz.

SampleSize=14

SampleData= {
TTGTGGACCTCTACAAACAACTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGTCCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATAATAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAACTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATAATT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAACTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGTCCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATAATAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAACTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT

SampleName="Playa_Bonita"

#Reference: Nufiez-Resendiz.

SampleSize=9

SampleData= {
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGTCCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATAATAGCTTTAATTATACTT

SampleName="Puerto_Sisal"

#Reference: Nufiez-Resendiz.

SampleSize=10

SampleData= {
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATGAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATGAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT

SampleName="Puerto_Progreso"

#Reference: Nufez-Resendiz.

SampleSize=10

SampleData= {
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
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068
069
070
071
072
073
074
075
076

077
078
079
080
081
082
083
084
085
086

087
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090
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RPRRPRPRPRRRERRRR RPRRPRPRRPRRRRERERE RPRRPRRRRRRERRR

RPRRPRRPRRRRERR

SampleName="Puerto_Chicxulub"

#Reference: Nufiez-Resendiz.

SampleSize=10

SampleData= {
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTTGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTTGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATGAGCTTTAATTATACTT

SampleName="Puerto_Telchac"

#Reference: Nufiez-Resendiz.

SampleSize=10

SampleData= {
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT

SampleName="Puerto_Morelos"

#Reference: Nufiez-Resendiz.

SampleSize=11

SampleData= {
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT

SampleName="Playa_Carmen"

#Reference: Nufiez-Resendiz.

SampleSize=10

SampleData= {
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT

SampleName="Puerto_Escondido"
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#Reference: Nufez-Resendiz.

SampleSize=10

SampleData= {
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT

SampleName="Tumatey_Paraguana"

#Reference: Nufiez-Resendiz.

SampleSize=7

SampleData= {
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATACTT

SampleName="Pernambuco_Brasil"

#Reference: Nufiez-Resendiz.

SampleSize=9

SampleData= {
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATAATT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATAATT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATAATT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATAATT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATAATT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATAATT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATAATT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATAATT
TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTATAATT

[[Structure]]

StructureName="New Edited Structure"
NbGroups=1

Group={
"Isla_Carmen"
"Sabancuy_Campeche"
"Punta_Xen"
"Bahia_Tortugas"
"Playa_Bonita"
"Puerto_Sisal"
"Puerto_Progreso"
"Puerto_Chicxulub"
"Puerto_Telchac"
"Puerto_Morelos"
"Playa_Carmen"
"Puerto_Escondido"
"Tumatey_Paraguana"
"Pernambuco_Brasil"

}
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APENDICE 4. Matriz geogréfica para analisis en SAMOVA en formato arp.

O©oOo~NOoO Ol WwWwN -

"ica"
"sab"
"Dux”
"bat"
"nbo"
"osi
"oto"
"och”
"ote”
"omo”
"nca”
"nes”
"tum"
"ner”

91.59
91.18
91.04
90.71
90.66
90.04
89.66
89.59
89.25
86.86
87.06
69.96
69.80
35.11

18.70
18.99
19.05
19.36
19.70
21.17
21.29

T

21.24
21.34
20.85
20.59
12.17
11.91
8.74

PR R RREP R
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APENDICE 5. Matriz genética para analisis en SAMOVA en formato arp.
#

[Profile]
Title = "Hcornea"
NbSamples = 14
DataType = DNA
GenotypicData =0
LocusSeparator = NONE
MissingData = "?"
CompDistMatrix = 1

[Data]

[[Samples]]
SampleName = "ica"
SampleSize = 10
SampleData = {
Hap 1 5TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTA
Hap 2 1”TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTA
Hap 3 1”TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTA
Hap 4 1 TTGTGGACCTCTACAAACAACTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTA
Hap_52 TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTA
}
SampleName = "sab"
SampleSize = 6
SampleData = {
Hap_16
}

SampleName = "pux"
SampleSize =7
SampleData = {
Hap 22
Hap 32
Hap 6 3 TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTA
}
SampleName = "bat"
SampleSize = 14
SampleData = {
Hap 11
Hap 31
Hap 44
Hap 56
Hap_7 2 TTGTGGTCCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATAATAGCTTTAATTA
}
SampleName = "pbo"
SampleSize = 9
SampleData = {
Hap 16
Hap 51
Hap 61
Hap 71
}
SampleName = "psi"
SampleSize = 10
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SampleData = {
Hap_12
Hap 8 1 TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTA
Hap 9 5TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATTA
Hap 10 2 TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATGAGCTTTAATT
}
SampleName = "pro"
SampleSize = 10
SampleData = {
Hap_13
Hap 97
}
SampleName = "pch"
SampleSize = 10
SampleData = {
Hap 11
Hap 98
Hap_101
}
SampleName = "pte"
SampleSize = 10
SampleData = {
Hap_110
}

SampleName = "pmo"
SampleSize = 11
SampleData = {
Hap_110
Hap_11 1 TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATT
SampleName = "pca"
SampleSize = 10
SampleData = {
Hap_14
Hap_6 6
}
SampleName = "pes"
SampleSize = 10
SampleData = {
Hap 12
Hap 98
}
SampleName = "tum"
SampleSize =7
SampleData = {
Hap 97
}

SampleName = "per"
SampleSize = 9
SampleData = {
Hap 34
Hap_12 5 TTGTGGACCTCTACAAACAGCTCTAGACCTATGGAAAGATATTAGCTTTAATT
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APENDICE 6. Matriz geogréfica en formato geo para analisis en MANTEL.

o oo

0

00

0000

365 365 365 365 365 365 365 365 365 365

365 365 365 365 365 365 365 365 365 365 0
365 365 365 365 365 365 365 365 365 365 0 0
406 406 406 406 406 406 406 406 406 406 41 41 41

406 406 406 406 406 406 406 406 406 406 414141 0
323 323 323 323 323 323 323 323 323 323 42 42 42 84 84
323 323 323 323 323 323 323 323 323 323 42 42 42 84 84
323 323 323 323 323 323 323 323 323 323 42 42 42 84 84
323 323 323 323 323 323 323 323 323 323 42 42 42 84 84
323 323 323 323 323 323 323 323 323 323 42 42 42 84 84
323 323 323 323 323 323 323 323 323 323 42 42 42 84 84
323 323 323 323 323 323 323 323 323 323 42 42 42 84 84
323 323 323 323 323 323 323 323 323 323 42 42 42 84 84
323 323 323 323 323 323 323 323 323 323 42 42 42 84 84
323 323 323 323 323 323 323 323 323 323 42 42 42 84 84
360 360 360 360 360 360 360 360 360 360 6 6

[eNeooloNoNoNoNoNo)
[=NeNoolNoNoNoNo)
oOo0ooocooo
oo oooo
ooooo

[eNeoNeNoNeNoNoNoNo)
[eNeNeNoNeNoNe ol
OO OO0 OoOOo
[=Nelelelo o]

oo oo o

0
00

000
0000

648 48 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36

365 365 365 365 365 365 365 365 365 365
365 365 365 365 365 365 365 365 365 365
365 365 365 365 365 365 365 365 365 365
365 365 365 365 365 365 365 365 365 365
365 365 365 365 365 365 365 365 365 365
365 365 365 365 365 365 365 365 365 365
365 365 365 365 365 365 365 365 365 365

0
0
0
0
0
0

0

0
0
0
0
0
0

0

041414242424242 4242424242 6

0414142424242424242424242 6 0
04141424242424242 42424242 6 0
0414142424242424242424242 6 0
0414142424242424242424242 6 0
0414142424242424242424242 6 0
04141424242424242424242426 000000

406 406 406 406 406 406 406 406 406 406 414141 0 08484848484 84848484844841414141414141

406 406 406 406 406 406 406 406 406 406414141 0 08484848484848484848448414141414141410

406 406 406 406 406 406 406 406 406 406 414141 0 08484 8484848484848484484141414141414100

406 406 406 406 406 406 406 406 406 406414141 0 08484 84848484848484844841414141414141000

406 406 406 406 406 406 406 406 406 406414141 0 08484848484848484848448414141414141410000
406 406 406 406 406 406 406 406 406 406 414141 0 08484 8484848484848484484141414141414100000

360 360 360 360 360 360 360 360 360 360 6 6
360 360 360 360 360 360 360 360 360 360
360 360 360 360 360 360 360 360 360 360
360 360 360 360 360 360 360 360 360 360
360 360 360 360 360 360 360 360 360 360
360 360 360 360 360 360 360 360 360 360
360 360 360 360 360 360 360 360 360 360
360 360 360 360 360 360 360 360 360 360

DO
DYoo

6484836363636363636363636 066666 6 6484848484848
6484836363636363636363636 0666666 64843484848480
6484836363636363636363636 0666666 648434848484800
6484836363636363636363636 06666666484348484848000
6484836363636363636363636 0666666 64843484848480000
6484836363636363636363636 0666666 648434848484800000
6484836363636363636363636 06666 666484848484843000000
6484836363636363636363636 066666664843484848480000000
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APENDICE 7. Matriz genética en formato dist para analisis en MANTEL.

0.000

0.000 0.000

0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016

0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000

0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000

0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000

0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000

0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008

0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.008

0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.008 0.000

0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.008 0.000 0.000

0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.008 0.000 0.000 0.000

0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.008 0.000 0.000 0.000 0.000

0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.008 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.008 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.008 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.008 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.008 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
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APENDICE 8. Secuencias del GenBank utilizadas en los andlisis filogenéticos. Se

proporciona para cada secuencia, la informacién de la localidad, nimeros de acceso al

GenBank y la referencia de la publicacion.

Taxa Localidad Numeros de acceso al Referencia de la
GenBank publicacion
rbcL COl
Hydropuntia Brasil: Ceara, Guajiru, JQ843319 Costa et al. 2012
caudata Trairi
USA: Bahia Vero AY049359 Gurgel & Fredericq
(unpublished)
H. cornea Venezuela AY049338 Gurgel & Fredericq
2004
Venezuela AY049339 Gurgel & Fredericq
(unpublished)
Israel JQ843322 Costa et al. 2012
Brasil: Ceara, Trairi, JQ843321
Guajiru
Brasil: Ceara, Guajiru, JQ843323
Trairi
Brasil: Ceara, Trairi, JQ843324
Guajiru
Brasil: Ceara, Guajiru, JQ935791
Trairi
H. crassissima Panama AY049351 Gurgel & Fredericq
2004
H. secunda Panamé AY049353
H. usneoides México: Bahia de AY049346
Campeche
USA: Walton Rocks, AY049363 Gurgel & Fredericq
Florida (unpublished)
México: Yucatan AY049350
Gracilaria gracilis Portugal FJ499509 Saunders 2009
G. pacifica Canada: Columbia FJ499528
Britanica
Gracilariopsis USA: Carolina del Norte, AY049412 Gurgel et al. 2003
carolinenesis Willmington
Gp. cata-luziana México: Golfo de AY049406
Meéxico, Veracruz, Anton
Lizardo
Gp. longissima Reino Unido JQ843344 Costa et al. 2012
Gp. lemaneiformis Ecuador JQ843342
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APENDICE 9. NUmeros de acceso al GenBank de los especimenes secuenciados en la

presente tesis. En la tabla se indican los grupos genéticos (GI y GIlI), namero de campo y

nameros de acceso al GenBank para cada uno de los cuatro genes utilizados en los anélisis

de variacion genética y filogenéticos.

Grupo NuUmero de NUmero de acceso al GenBank
genetico campo
RuBisCo Cox2-3 rbcL Col
spacer spacer
Gl PM66-1 KT026232 KT005890
Gl PM66-2 KT026233 KT005891
Gl PM66-3 KT026234 KT005892 KP636782 KP636768
Gl PM66-4 KT026235 KT005893 KP636785 KP636769
Gl PM66-5 KT026236 KT005894 KP636780
Gl PM66-6 KT026237 KT005895
Gl PM66-7 KT026238 KT005896
Gl PM66-8 KT026239 KT005897
Gl PM66-9 KT026240 KT005898
Gl PM66-10 KT026241 KT005899
Gll PME9 KT026289
Gl PMES88 KT005900
Gl PME97 KT005902
Gl PME100 KT005901
Gl CPE4 KT026258
Gl CPES5 KT026259
Gl CPE103 KT026260
Gll PP67-1 KT026266 KP636781 KP636771
Gll PP67-2 KT026267 KT005903
Gll PP67-3 KT026268 KT005904
Gll PP67-4 KT026269 KT005905
Gl PP67-5 KT026242 KT005906 KP636783 KP636770
Gl PP67-6 KT026243 KT005907
Gll PP67-7 KT026270 KT005908
Gll PP67-8 KT026271 KT005909 KP636792 KP636773
Gl PP67-9 KT026244 KT005910 KP636784 KP636774
Gll PP67-10 KT026272 KT005911 KP636791 KP636772
Gll PS68-1 KT026273 KT005912 KP636787 KP636775
Gll PS68-2 KT026286 KT005913
Gl PS68-3 KT026245 KT005914
Gl PS68-4 KT026246 KT005915
Gll PS68-5 KT026274 KT005916 KP636786 KP636776
Gll PS68-6 KT026275 KT005917
Gll PS68-7 KT026287 KT005918
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Gll
Gll
Gll
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gll
Gll
Gl
Gll
Gll
Gll
Gll
Gll
Gll
Gll
Gl
Gl
Gl
Gl

PS68-8
PS68-9
PS68-10
PT69-1
PT69-2
PT69-3
PT69-4
PT69-5
PT69-6
PT69-7
PT69-8
PT69-9
PT69-10
PC70-1
PC70-2
PC70-3
PC70-4
PC70-5
PC70-6
PC70-7
PC70-8
PC70-9
PC70-10
PXE15
PXE17
PXE35
PBES0

KT026265
KT026276
KT026277
KT026247
KT026248
KT026249
KT026250
KT026251
KT026252
KT026253
KT026254
KT026255
KT026256
KT026278
KT026279
KT026257
KT026280
KT026281
KT026288
KT026282
KT026283
KT026284
KT026285
KT026261
KT026262
KT026263
KT026264

KT005919
KT005920
KT005921
KT005922
KT005923
KT005924
KT005925
KT005926
KT005927
KT005928
KT005929
KT005930
KT005931
KT005932
KT005933
KT005934
KT005935
KT005936
KT005937
KT005938
KT005939
KT005940
KT005941
KT005942
KT005943
KT005944

KP636790 KP636777

KP636789 KP636779

KP636788 KP636778
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APENDICE 10. Resumen de haplotipos encontrados para cada muestra con cada uno de los

genes secuenciados. Se indica la localidad, clave de ADN, grupo genético (Gl y GIlI) y

haplotipos.
Localidad Clave de extraccion de Genes secuenciados para cada muestra
ADN Cloroplasto Mitocondria Nucleo
RuBisCo rbcL cox2-3 col ITS
spacer spacer
Meéxico: Isla del Carmen IC82-1 GI-R1
1C82-2 GI-R1
1C82-3 GI-R1
IC82-4 GI-R2
IC82-5 GI-R1
1C82-6 GI-R3
1C82-9 GI-R7
IC82-11 GI-R6
1C82-13 GI-R1
1C82-14 GI-R2
Meéxico: Sabancuy S84-1 GI-R1
S84-2 GI-R1
S84-3 GI-R1
S84-7 GI-R1
S84-8 GI-R1
S84-11 GI-R1
México: Punta Xen PXE15 GI-R4 GI-C1
PXE17 GI-R4 GI-C1
PXE35 GI-R4 GI-C1
PX88-10 GI-R7
PX88-11 GI-R6
PX88-12 GI-R6
PX88-14 GI-R7
Meéxico: Bahia de BT87-1 GI-R3
Tortugas BT87-2 GI-R5
BT87-3 GI-R3
BT87-4 GI-R2
BT87-5 GI-R2
BT87-6 GI-R6
BT87-7 GI-R2
BT87-8 GI-R3
BT87-9 GI-R5
BT87-10 GI-R1
BT87-11 GI-R3
BT87-12 GI-R2
BT87-13 GI-R2
BT87-14 GI-R2
Meéxico: Playa Bonita PBES0 GI-R4
PB83-1 GI-R1
PB83-3 GI-R1
PB83-4 GI-R1
PB83-5 GI-R1
PB83-6 GI-R2
PB83-8 GI-R1
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México: Puerto Sisal

Meéxico: Puerto Progreso

México: Puerto Chicxulub

Meéxico: Puerto Telchac

México: Puerto Morelos

PB83-9
PB83-11
PS68-1
PS68-2
PS68-3
PS68-4
PS68-5
PS68-6
PS68-7
PS68-8
PS68-9
PS68-10
PP67-1
PP67-2
PP67-3
PP67-4
PP67-5
PP67-6
PP67-7
PP67-8
PP67-9
PP67-10
PC70-1

PC70-2
PC70-3
PC70-4
PC70-5
PC70-6
PC70-7
PC70-8
PC70-9
PC70-10

PT69-1
PT69-2
PT69-3
PT69-4
PT69-5
PT69-6
PT69-7
PT69-8
PT69-9
PT69-10
PM66-1
PM66-2
PM66-3
PM66-4
PM66-5
PM66-6
PM66-7
PM66-8
PM66-9
PM66-10
PME9
PMES88

GI-R1
GI-R5
GII-R9
GlI-R11
GI-R1
GI-R1
GII-R9
GII-R9
GlI-R11
GII-R8
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GI-R1
GI-R1
GII-R9
GII-R9
GI-R1
GII-R9
GII-R9

GII-R9
GI-R1
GII-R9
GII-R9
GlI-R11
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GII-R9

GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GI-R1
GlI-R10

Gll

Gll

Gll

Gl

Gll
Gl
Gll

Gll

Gll

Gl

Gl
Gl
Gl

GII-C3
GII-C3
GI-C2

GI-C2

GII-C3
GII-C3
GII-C3
GII-C3
GII-C3
GII-C3
GII-C3
GII-C3
GII-C3
GII-C3
GI-C2

GI-C2

GII-C3
GII-C3
GI-C2

GII-C3
GII-C3

GII-C3
GI-C2

GII-C3
GII-C3
GII-C3
GII-C3
GII-C3
GII-C3
GII-C3

GI-C2
GI-C2
GI-C2
GI-C2
GI-C2
GI-C2
GI-C2
GI-C2
GI-C2
GI-C2
GI-C1
GI-C1
GI-C1
GI-C1
GI-C1
GI-C1
GI-C1
GI-C1
GI-C1
GI-C1

GI-Cl

Gl

Gl

Gll

Gl

Gll
Gl
Gll

Gll

Gll

Gl

Gl
Gl

R2-RB1

R2-RB1

R2-RB1

R2-RB1

R2-RB2

R2-RB1
R1-RA1
R2-RB1
R1-
RA2
R2-RB1

R2-RB1

R1-
RA2

R1-RB3
R1-RA1
R1-RA1
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Meéxico: Playa del
Carmen

Venezuela: Puerto
Escondido

Venezuela: Tumatey

Brasil: Pernambuco

PME97
PME100
PCE4
PCE5
PCE103
PC-H9
PC-H10
PC-H11
PC-H12
PC-H13
PC-H15
PC-H19
PC-H20
PC-H22
PC-H25
PE84-12
PE84-14
PE89-1
PE89-3
PE89-7
PE89-10
PE90-2
PE90-3
PE90-4
PE90-5
T91-1
T91-2
T91-3
T91-4
T91-5
T91-6
T91-9
BP88-1
BP88-2
BP88-3
BP88-4
BP88-5
BP88-6
BP88-7
BP88-8
BP88-9

GI-R4
GI-R4
GI-R4
GI-R1
GI-R1

GI-R1
GI-R1
GI-R4
GI-R4
GI-R4
GI-R1
GI-R1
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GII-R9
GI-R6
GI-R6
GI-R12
GI-R12
GI-R6
GI-R6
GI-R12
GI-R12
GI-R12

GII-C3
GI-Cl
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Genetically recognizable but not morphologically: the cryptic nature of Hydropuntia
cornea and H. usneoides (Gracilariales, Rhodophyta) in the Yucatan Peninsula
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ABSTRACT: Species recognition in algae is often extremely difficult due to the paucity of morphological characters and high
environmental plasticity. If environment is important to morphology, then related species growing in sympatry are good
candidates to discover diagnostic characters. We studied algae collected in sympatric populations in tropical Atlantic
Mexico. Hydropuntia cornea and H. usneoides have high morphological variation and have been difficult to diagnose
morphologically. We used four molecular markers (RuBisCo spacer, cox2-3 spacer, rbcL and COI) to investigate the
genetic relationship between samples that correspond to either H. cornea or H. usneoides; in addition, we determined if
molecular-characterized groups were morphologically distinguishable. RuBisCo and cox2-3 spacers revealed low genetic
variation but showed two genetic groups: groups I and II. rbcL and COI phylogenies also showed a separation into two
groups, corresponding with cox2-3 spacer groups I and II. Group I matched sequences in GenBank of H. usneoides and
group II with H. cornea. Populations were mixed for these genetic groups, with group I prominent in Quintana Roo
populations. Morphological analysis of samples in both genetic clades showed that they are not distinguishable. As the
difference between the two groups is only genetic, they are, consequently, cryptic species. While the extremes of
morphology in allopatric populations may be distinguishable, we do not feel that in most cases these species can be
recognized. Therefore, we propose that these two ‘species’ should be designated as a species complex (the Hydropuntia

cornealH. usneoides complex).

KEey Worbps: COI, cox2-3 spacer, Morphology, rbcL, RuBisCo spacer, Species complex, Variation

INTRODUCTION

Most species of the order Gracilariales are distributed in
temperate-tropical areas and exhibit high morphological
plasticity (Bird & McLachlan 1982; Santelices & Valera
1993). As a consequence, identification is difficult and in
some cases almost impossible based only on morphology
(Gurgel & Fredericq 2004; Guillemin ez al. 2008). This
morphological plasticity has led to the uncovering of cryptic
species (Saunders 2009) and confusion in species descrip-
tions, making the systematics of this group problematic, and
some species are consequently often misidentified (Byrne et
al. 2002; Cohen et al. 2004). Molecular-assisted taxonomy
(Cianciola et al. 2010) can help clarify our taxonomy since it
allows a better understanding of relationships between
groups whose individuals are very difficult to identify due
to evolutionary convergence and/or the influence of envi-
ronmental factors on phenotype expression.

The genus Hydropuntia Montagne (Gracilariales) is
separated from other genera of Gracilariales by the structure
and organization of its spermatangia (Wynne 1989; Freder-
icq & Homersand 1990; Dreckmann 2012). Despite this
morphological differentiation and the current molecular
tools that have proved to be very useful to establish the
evolutionary independence of Hydropuntia (Bellorin et al.
2004; Gurgel & Fredericq 2004; Gargiulio et al. 2006; M.S.

* Corresponding author: (mlnr@ciencias.unam.mx).
DOI: 10.2216/15-009.1
© 2015 International Phycological Society

Kim et al. 2008), controversy remains. Thus, its relationship
with the genus Gracilaria Greville is still in polemic (Lyra et
al. 2015). Hydropuntia has 16 recognized species (Guiry &
Guiry 2015) whose distributions are restricted to the Indian,
eastern and central Pacific, and tropical Atlantic, mostly in
the subtidal environment (Dreckmann 2012; Conklin et al.
2014). In the Caribbean Sea and Gulf of Mexico, four species
are found: H. caudata (J. Agardh) Gurgel & Fredericq, H.
cornea (J. Agardh) M.J. Wynne, H. crassissima (P.L. Crouan
& H.M. Crouan) M.J. Wynne and H. usneoides (C. Agardh)
Gurgel & Fredericq. Hydropuntia cornea is the most often
recorded and also the most economically important (Dreck-
mann 2012).

Hydropuntia cornea was described by J. Agardh (1852)
from a specimen collected in Pernambuco, Brazil. Morpho-
logically, it is very similar to H. usneoides (as Sphaerococcus
usneoides C. Agardh) collected from an imprecise locality in
Brazil (Agardh 1822). Characters such as branching pattern,
cell size measurements and the number of cortical and
medullary layers have been the main diagnostic features to
segregate one from the other. Accordingly, H. cornea has
three to six cortical cell layers and 17 to 18 medullar cells
layers, and H. usneoides has two cortical cell layers and six to
nine medullar cell layers (Taylor 1960; Fredericq &
Hommersand 1989; Schneider & Searles 1991; Ardito et al.
2014); however, these characters overlap (Dreckmann 2012).
In Mexican populations of ‘H. cornea’, the number of
cortical and medullary layers, a supposed diagnostic
character between the species, varies along one individual
(basal, middle or apical parts). The morphological variation
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of H. usneoides largely coincides with the spectrum of
variation of H. cornea, the only difference being that H.
cornea is somewhat thinner and slightly more branched than
H. usneoides (Dreckmann 2012). Despite this apparent
morphological overlap, samples of the two species, collected
allopatrically, have been sequenced and appear to be
genetically distinct (Gurgel & Fredericq 2004). This raises
the situation that samples from allopatric populations can
display extreme and divergent morphologies based on
different environments that can be given different names.
However, in more similar environments, these morphologies
will overlap and specimens be indistinguishable. Hydropuntia
cornea is often described in the flora of the Gulf of Mexico
and Caribbean; whereas, H. usneoides is considered to be
found more southerly, and records in Mexico are scarce
(Mateo-Cid & Mendoza-Gonzalez 1991; Dreckmann 2012).
Different molecular markers have been employed in
studies of phylogeny and genetic diversity of Gracilariales;
these include mitochondrial markers, like COI (Yang et al.
2008; Yow et al. 2011, 2013) and the cox2—cox3 spacer
(Rueness 2005; Destombe et al. 2010; Pareek et al. 2010;
Garcia-Rodriguez et al. 2013; Yang et al. 2013); plastid-
encoded markers, like the RuBisCo spacer (Destombe &
Douglas 1991; Byrne ef al. 2002; Iyer et al. 2005; Guillemin
et al. 2008) and rbcL (Gurgel & Fredericq 2004; Gurgel et al.
2004; M.S. Kim et al. 2006); and nuclear markers, like ITS
(Goff et al. 1994). The use of these markers in intraspecific
studies has been used to detect genetic population structure,
cryptic species, misidentified introduced species (Rueness
2005; Yang et al. 2008; S.Y. Kim et al. 2010; Gulbransen et
al. 2012; Garcia-Rodriguez et al. 2013; Conklin et al. 2014;
Guillemin et al. 2014), taxonomic identity and reestablish-
ment of species (M.S. Kim e al. 2008; Muangmai et al. 2014)
and patterns of geographic distribution (Yow et al. 2011).
In this study, our aim was to investigate the genetic and
morphological relationship of samples designated as H.
cornea or H. usneoides, according to Dreckmann (2012) and
Ardito et al. (2014), from the Yucatan Peninsula. To do this,
we used multiple molecular markers to determine if genetic
groups match the morphology of these two species. We
hypothesized that while the molecular markers may show
evolutionary groups and even geographic structure, this does
not correspond to any morphologically identifiable groups.

MATERIAL AND METHODS

Sixty-one samples of Hydropuntia matching the general
descriptions of either H. cornea or H. usneoides were sampled
in eight populations in different localities from the Gulf of
Mexico and the Mexican Caribbean (Table 1, Fig. 1).
Samples were collected to a depth of about 1 m and detached
from the base with a spatula. Samples collected for
molecular analysis were preserved in silica gel until DNA
extraction. Samples collected for morphological analysis
were mounted on herbarium paper, numbered and integrat-
ed into the algal collection of the Metropolitan-UAMIZ
Herbarium (Table 1). All samples were designated with a
field number (e.g. PM66-6) and are part of a voucher, or a
herbarium sheet, with a voucher number (e.g. PM66-1 to
PM66-10 is part of a same voucher UAMIZ-2183).

DNA was extracted from 5-10 mg of dried tissue using a
Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, Califor-
nia USA) according to the manufacturer’s protocols or using
a Chelex extraction method (Zuccarello et al. 1999b).

PCR was performed using specific primers for each
genome. The RuBisCo spacer region was amplified using
the primers spacer-F and spacer-R following Maggs et al.
(1992). Alternatively, this region was amplified using the
primers rbcF1 and rbcR2-M2 (Zuccarello et al. 1999b). The
cox2-3 spacer was amplified using the primers cox2-for and
cox3-rev (Zuccarello et al. 1999a). The rbcL region was
amplified using two pairs: F8 (Shimada ez al. 1999), F765
(Wang et al. 2000), R753 and R1381 (Freshwater & Rueness
1994). The mitochondrial COI region was amplified using
the primers GazF1 and GazR1 (Saunders 2005). The PCR
conditions for all genes were as follows: initial denaturation
at 95°C for 5 min, followed by 38 cycles of denaturing at
94°C for 1 min, annealing at 45°C for 1 min and extension at
72°C for 1 min. This was followed by a final extension at
72°C for 5 min.

The sequences were edited and aligned using the program
Bioedit (Hall 1999). The rbcL sequences and COI sequences
were aligned with sequences from GenBank of other species
of Hydropuntia, Gracilaria and Gracilariopsis (both used as
out-groups; Table S1).

For the RuBisCo and cox2-3 spacers data sets, a
statistical parsimony network using the program TCS
v1.21 was generated (Clement ez al. 2000). For the rbcL
and COI data sets, phylogenetic analyses used maximum
likelihood (ML), and Bayesian analyses were performed
separately with codons partitioned. The optimal models of
sequence evolution for each data set were estimated with
Modeltest v3.7 with the Akaike information criterion
(Posada & Crandall 1998). The model selected for the rbcL
data set was HKY+G+I (Hasegawa-Kishino-Yano 4+ gamma
distribution + invariable sites) and GTR+G- (general time
reversible + gamma distribution + invariable sites) for the
COI data set. ML phylogenetic analysis was performed in
RAXML software (Stamatakis 2006) under the heuristic
search algorithm and using the appropriate models. Support
for each branch was obtained from 1000 bootstrap
replications using the same substitutions models and
RAxXxML program settings. The Bayesian analysis used
MrBayes v3.1.1 (Huelsenbeck & Ronquist 2001). Four
chains of Markov chain Monte Carlo were used, starting
with a random tree and sampling the data every 100
generations for 1 X 10° generations. The likelihood scores
stabilized after 200,000, and we used a burn-in of 25% of
trees. Pairwise distance values (p distances) were calculated
using PAUP v4.0.10 (Swofford 2001).

For the morphological analysis, the external morphology
of 20 samples was measured under a stereomicroscope (see
vouchers numbers for each field number in Table 1). Internal
anatomy was investigated using hand sections made with a
double-edged razor blade. Cross sections were made 1-2 cm
from the base, middle and 0.5-1 cm from apical portions of
the main axis of the thallus. Using the compound
microscope, diagnostic characters considered important for
delimiting Hydropuntia species (Fredericq & Hommersand
1989; Scheneider & Searles 1991; Abbott 1999; Dreckmann
2012; Ardito et al. 2014) were measured. The main
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Table 1. Samples and specimens sequenced in this study. Collection location, GPS coordinates, voucher numbers (UAMIZ = herbarium of
Metropolitan Autonomous University). GI belong to H. usneoides, and GII belong to H. cornea (see text); cox2-3 spacer and RuBisCo spacer
haplotypes designations.'

Locality GPS coordinates Voucher Field number  RuBisCo spacer  cox2-3 spacer  rbcL ~ COI
Quintana Roo
Puerto Morelos 20°51'13”"N, 86°53'55"W UAMIZ-1283 PMo66-1 GI-R1 GI-C1
PM66-2 GI-R1 GI-Cl
PM66-3 GI-R1 GI-Cl1 GI GI
PM66-4 GI-R1 GI-C1 GI Gl
PM66-5 GI-R1 GI-Cl1 GI
PM66-6 GI-R1 GI-Cl
PM66-7 GI-R1 GI-C1
PM66-8 GI-R1 GI-Cl
PM66-9 GI-R1 GI-Cl
PM66-10 GI-R1 GI-Cl
UAMIZ-456 PME9 GII-R6
PMES8 GI-C1
UAMIZ-612 PME97 GII-C3
UAMIZ-458 PMEI100 GI-Cl
Playa del Carmen 20°37'39"N, 87°04'52"W UAMIZ-563 CPE4 GI-R2
CPES GI-R2
CPE103 GI-R2
Yucatan
Puerto Progreso 21°16'58"N, 89°39'49"W  UAMIZ-1285  PP67-1 GII-R4 GII GII
PP67-2 GII-R4 GII-C3
PP67-3 GII-R4 GII-C3
PP67-4 GII-R4 GII-C3
PP67-5 GI-R1 GI-C2 GI Gl
PP67-6 GI-R1 GI-C2
PP67-7 GII-R4 GII-C3
PP67-8 GII-R4 GII-C3 GII GII
PP67-9 GI-R1 GI-C2 GI GI
PP67-10 GII-R4 GII-C3 GII GII
Puerto Sisal 21°9’55"N, 90°1’50"W UAMIZ-1282 PS68-1 GII-R4 GII-C3 GII GII
PS68-2 GII-RS GII-C3
PS68-3 GI-R1 GI-C2
PS68-4 GI-R1 GI-C2
PS68-5 GII-R4 GII-C3 GII GII
PS68-6 GII-R4 GII-C3
PS68-7 GII-R5 GII-C3
PS68-8 GII-R3 GII-C3
PS68-9 GII-R4 GII-C3
PS68-10 GII-R4 GII-C3
Puerto Telchac 21°20'26"N, 89°15'47"W  UAMIZ-1284  PT69-1 GI-R1 GI-C2
PT69-2 GI-R1 GI-C2
PT69-3 GI-R1 GI-C2
PT69-4 GI-R1 GI-C2
PT69-5 GI-R1 GI-C2 GI Gl
PT69-6 GI-R1 GI-C2
PT69-7 GI-R1 GI-C2
PT69-8 GI-R1 GI-C2
PT69-9 GI-R1 GI-C2
PT69-10 GI-R1 GI-C2
Puerto Chicxulub ~ 21°17’38"N, 89°36'30"W  UAMIZ-1286  PC70-1 GII-R4 GII-C3
PC70-2 GII-R4 GII-C3 GII GII
PC70-3 GI-R1 GI-C2
PC70-4 GII-R4 GII-C3
PC70-5 GII-R4 GII-C3
PC70-6 GII-R5 GII-C3
PC70-7 GII-R4 GII-C3
PC70-8 GII-R4 GII-C3
PC70-9 GII-R4 GII-C3
PC70-10 GII-R4 GII-C3 GII GII
Campeche
Punta Xen 19°8'21"N, 91°57'49"W UAMIZ-1290 PXEI15 GI-R2 GI-C1
PXE17 GI-R2 GI-Cl
PXE35 GI-R2 GI-C1
Playa Bonita 18°59’39"N, 91°11'06"W UAMIZ-970 PBES0 GI-R2

' GI, group I; GII, group II.
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YUCATAN PENINSULA

5 s |

MEXICAN

1 Punta Xen CARRIBEAN

2 Playa Bonita

3 Pto. Sisal

4 Pto. Progreso

5 Pto. Chicxulub

6 Pto. Telchac

7 Pto. Morelos

8 Playa del Carmen

Quintana Roo

Campeche

Fig. 1. Map of the Yucatan Peninsula (its position is indicated by an
arrow) showing the sites where were collected the samples of H.
cornealH. usneoides used in this study. Black dots indicate the
location of the sampling sites (GPS coordinates are indicated in
Table 1). The numbers correspond with the names of the sites.

characters observed were number of cortical layers, number
of medullar layers, cell measurements (approximately 15 cells
per thallus) and size of tetrasporangia (approximately five
per thallus). A morphological matrix was constructed that
was subsequently used for a principal component analysis
and discriminant analysis in PASW Statistics v18 (SPSS Inc.
2009); for each variable, we used raw numbers. These
analyses were chosen from other types of analyses because
they allow us to explain the variability of the morphological
data in a smaller number of principal components and do
not require a normal distribution.

RESULTS

RuBisCo spacer

The data set consisted of 58 sequences (Table 1) that were 365
base pairs (bp) long. The haplotype network (Fig. 2) of
Hydropuntia samples showed six interconnected haplotypes,
R1-R6 (Tables 1, 2). R1 had the largest number of samples (»
=26) followed by R4 (n=20; Table 2). Haplotype R1 formed a
group with R2 (designated group I) separated by a single
mutational step. Haplotype R4 formed a group (designated
group II) with haplotypes RS and R6, again separated by a

R1.

CR6 >

Fig. 2. Haplotype network for plastid RuBisCo spacer of Hydro-
puntia samples. Lines representing one mutational step; the small
black circles indicate missing haplotypes. n = number of samples
with identical sequence. In haplotypes with only one sample, sample
size is not indicated.

Group II

Table 2. Haplotypes found in spacer regions RuBisCo and cox2-3
for the populations of Hydropuntia studied. The numbers indicate
haplotype frequency.

RuBisCo spacer Cox2-3 spacer

Group 1
R1 R2 R3 R4 R5R6 Cl1 C2 C3

Group II Group I Group II

Quintana Roo

Puerto Morelos 10 1 12 1
Playa del Carmen 3
Yucatan
Puerto Telchac 10 10
Puerto Chicxulub 1 8 1 1 9
Puerto Progreso 3 7 3 6
Puerto Sisal 2 1 5 2 2 8
Campeche
Playa Bonita 1
Punta Xen 3 3
Total 26 7 1 20 3 1 15 16 24

single mutational step. A haplotype (R3) was intermediate
between groups I and II and separated from both groups by
three mutational steps.

cox2-3 spacer

The data set consisted of 55 sequences and a length of 247 bp.
The haplotype network (Fig. 3) indicated three interconnected
haplotypes (C1-C3; Tables 1, 2). Haplotype C1 was found in
15 samples. C1 and C2 (with 16 samples; designated as group
I) were separated by one mutational step. The C3 haplotype,
with 24 samples, was separated from group I by four
mutational steps (designated as group II).

RbcL

The alignment consisted of 13 sequences from our study, plus
sequences from GenBank, and was 1311 bp long. The ML
analysis (not shown) and Bayesian analysis (Fig. 4) had
identical topologies in which two strongly supported mono-
phyletic groups (group I and group II) were differentiated.
Group I contained six sequences from Quintana Roo and
Yucatan with four sequences of H. usneoides from GenBank.
Group II contained seven samples from Yucatan with two
sequences of H. cornea from GenBank.

COl

The alignment consisted of 12 sequences from our study,
plus sequences from GenBank, and was 671 bp long. ML
(not shown) and Bayesian analyses (Fig. 5) revealed identical

C1n=15

Group I Group II
Fig. 3. Haplotype network for the mitochondrial cox2-3 spacer of
Hydropuntia samples. Lines representing one mutational step; the
small black circles indicate missing haplotypes; » = number of
samples with identical sequence. In haplotypes with only one
sample, sample size is not indicated.
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are in boldface; otherwise, they are from GenBank.

topologies in which one monophyletic group (group 1) was
strongly supported, and the other (group II) was not. Group
I contained five samples from Yucatan and Quintana Roo.
Group II had seven samples also from Yucatan with five
sequences of H. cornea from GenBank.

Uncorrected distances

Uncorrected p distances were determined for the RuBisCo
spacer, cox2-3 spacer, rbcL and COI data sets to obtained
distances within and between group I and group II. The
genetic distance between group I and group II was 2.1% for
RuBisCo spacer, 2% for cox2-3 spacer, 2.7% for rbcL and
4.4% for COI. The intragroup distance within group I was

0.2% for the RuBisCo spacer and 0.4% for the cox2-3 spacer;
within group II, it was 1% for the RuBisCo spacer, and there
was no difference in the cox2-3 spacer.

Morphological observations

Seven characters were considered for the principal component
analysis (Table 3 and Fig. 6). The first three components
explained 80.3% of the variance. Component 1 (PCl)
explained 57.1% of the variance, component 2 (PC2) explained
14.6% and component 3 (PC3) explained 8.6%. The discrim-
inant analysis showed that the data showed normality and
homogeneity of variance (F = 2.92, P < 0.05). A value of
Wilks’s lambda (&) =0.997 with a significance of P < 0.05 was
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obtained, indicating no significant difference between samples
of genetic groups I and II collected in the Gulf of Mexico and
the Mexican Caribbean.

DISCUSSION

All molecular markers suggest that samples collected from the
Yucatan Peninsula form two groups (designated groups I and
II) and that these groups are sympatric (e.g. Puerto Sisal,
Puerto Progreso). The RuBisCo spacer and cox2-3 spacer
showed genetic variation within some of the studied
populations (e.g. Puerto Sisal). Interestingly, there is an

intermediate RuBisCo haplotype between groups I and II
(R3), which with other markers places that sample in group II.
All other samples that had a group I RuBisCo haplotype also
had group I cox2-3 spacer haplotypes. Both spacers showed
low intergroup variation (2.1% in RuBisCo and 2% in cox2-3
spacer). The cox2-3 spacer is often highly variable in
intraspecific studies of red algae, with numerous haplotypes
(Garcia-Rodriguez et al. 2013; Yang et al. 2013). With both
markers, groups I and II were very similar. These results
suggest that the separation between the groups is recent. We
observed mostly group I samples in Quintana Roo; whereas,
samples from Yucatan had both groups, with a slight



Table 3. Distribution of diagnostic characters, following Ardito et al. (2014), for 20 samples from different populations of Hydroputia (H. cornea/H. usneoides).
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Fig. 6. Principal component analysis graph of morphological data.
The X axis shows the variance of the PC1, and the Y axis shows the
variance of the PC2. Variance values are indicated in parentheses.
The black dots represent the group I samples, and grey dots
represent the group II samples. Numbers are indicating sample
number.

preponderance of group II samples (16 vs 24). It is possible
that the Yucatan area is a transition zone between the Gulf of
Mexico and more southern Mexican Caribbean floras, as has
been suggested previously (Pedroche & Senties 2003).

Phylogenetic analysis of rbcL and COI showed two sister
clades, and these corresponded to the haplotype groups.
The genetic distance between groups I and II (2.7% and
4.4% for rbcL and COI, respectively) corresponded to the
values of interspecific distance found by other authors for
Gracilariales (for rbcL, 1.2%5.8%, G.H. Kim et al. 2008;
greater than 2%, Gurgel & Fredericq 2004; for COI, 3.2%—
9.4%, Saunders 2005; 3.2%—16.1%, Yang et al. 2008). This
suggests that groups I and II could be different species. The
rbcL phylogeny, which included GenBank sequences,
revealed a genetic affinity between group I and sequences
of H. usneoides and between group II and sequences of H.
cornea. The COI phylogeny, although without published
sequences of H. usneoides to compare, showed affinity
between group II and sequences of H. cornea. On the one
hand, this would indicate that our group I samples could
belong to H. usneoides and group 11 to H. cornea.

On the other hand, morphometric analysis showed no
morphological differences between groups I and II. The
most recently characterized differences between H. cornea
and H. usneoides were the number of layers of cortical and
medullar cells (Ardito et al. 2014). Our analysis of
molecularly delineated groups showed that for groups I
and II, these characters, thought to be diagnostic (number
of layers of cortical and medullar cells, Ardito et al. 2014),
are not. In both groups, we found specimens with a range of
two to four layers of cortical cells, and nine to 18 layers of
medullar cells. Previous authors have also suggested that the
morphological separation of H. cornea and H. usneoides is
difficult (Taylor 1960; Bird et al. 1986; Plastino & Oliveira
2002; Gurgel & Fredericq 2004). Both species have even
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Fig. 7. Hydropuntia usneoides (left) and H. cornea (right) from
Puerto Morelos, Quintana Roo. Scale bar = 10 mm.

Fig. 8. Hydropuntia usneoides from Puerto Telchac, Yucatan. Scale
bar =10 mm.

Fig. 9. Hydropuntia cornea from Puerto Chicxulun, Yucatan. Scale
bar = 10 mm.

been erroneously identified as specimens of Gracilaria debilis
(Taylor 1960). Recently, Dreckmann (2012), following the
original descriptions of J. Agardh (1852), proposed that the
thickness, texture and number of branches could be more
useful than the number of layers of cortical and medullary
cells, but our analysis revealed that, in groups I and II, it is
possible to find both thick and very thin and slightly to very
branched specimens (Figs 7-9). There appears to be no
diagnostic morphological characters for these two species.
Since groups I and II are genetically different but
morphologically indistinguishable, they should be considered
part of a cryptic species complex in which species can only
occasionally be recognized in limited circumstances and not in
southern Mexico. This explains the lack of records for H.
usneoides in the area (Mateo-Cid & Mendoza-Gonzalez 1991;
Mendoza-Gonzalez & Mateo-Cid 1992; Dreckmann 2012), as
the tradition has been to describe specimens with these general
characters as H. cornea. However, if H. cornea and H.
usneoides are morphologically identical although genetically
different, how is it that the GenBank sequences have

designated names for both species and they fall into two
groups? What were the taxonomic criteria used to name these
samples (Gurgel & Fredericq 2004)? Gurgel & Fredericq
(2004) state that their species identifications were based ‘on
the original descriptions, critical analysis of published
literature, and on the type method of Silva (1952). We
believe that the sequences published in GenBank (Gurgel &
Fredericq 2004) were named based on samples collected
allopatrically that matched the two extreme phenotypes for H.
cornea and H. usneoides. The environment influences species
morphology, and it could be that in different sites and
different environments, the species can be identified. However,
our data suggest that these species in sympatry have extensive
morphological overlap, and correct species assignment can be
done only using molecular techniques.

Despite the availability of the names H. cornea and H.
usneoides, it is not possible to assign one or other to one of
the two groups, inasmuch as the respective holotypes
(Agardh 1852) have not been molecularly analyzed. But
even if they have different sequences, overlapping characters
in holotypes (Bird et al. 1982) and the literature persist. If
species are allopatric, morphological variation between them
could be more evident, making diagnostic characters easier
to find. However, in sympatry and in presumably more
uniform environments, morphological variation between
species can decrease, making diagnostic characters difficult
to recognize. This is especially the case in species with high
plasticity and few diagnosable characters, as in many red
algae and especially the Gracilariales. Therefore, species
diversity could be underestimated in sympatry. We believe
that for morphology to be useful in field studies, it needs to
be applicable in most cases and that studies of species in
sympatry are key to determining diagnosable characters.

In conclusion, our results indicate that two genetic entities
exist in the Yucatan Peninsula but that they are morpho-
logically indistinguishable and probably correspond to H.
cornea and H. usneoides. This study highlights the impor-
tance of sampling in similar environments to determine if
diagnostic characters are useful in species recognition,
especially when species are highly plastic.
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