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RESUMEN

Gracilaria fabelliformis es una especie ampliamente distribuida desde el sur de Florida hasta
el norte de Brasil y, particularmente en el Atlantico mexicano, en las costas de Veracruz y la
Peninsula de Yucatan; en la actualidad, forma parte del complejo G. mamillaris, el cual
incluye a cinco especies de Gracilaria planas morfolégicamente muy similares entre si y que
presentan distribucion simpatrica. Dada la superposicion de caracteres entre ellas, su
discriminacion en campo ha resultado complicada, imposibilitando estimar el verdadero
namero de especies para el género presentes en la region. En este sentido, los estudios de
diversidad genética han aportado evidencia solida para esclarecer los diferente procesos
historicos implicados en la historia evolutiva de especies simpatricas, integrando a la
Filogeografia para explicar el proceso microevolutivo y a la Sistemética Filogenética para
explicar el proceso macroevolutivo, mediante evidencia combinada que permita resolver
problemaéticas taxondmicas como los complejos especificos. Bajo lo anterior, el presente
estudio presenta un andlisis filogeogréfico de las poblaciones de G. flabelliformis a lo largo
de su intervalo de distribucion en el Atlantico mexicano. Para ello, se recolectaron 124
individuos de la especie en ocho poblaciones a lo largo de los estados de Veracruz, Campeche
y Quintana Roo. No se encontraron poblaciones de la especie en los estados de Yucatan. Para
el andlisis filogeografico, se obtuvieron secuencias moleculares con la region espaciadora de
la RuBisCo, a partir de las cuales se construy6 una red de parsimonia estadistica y se
calcularon diversos estadisticos en genética de poblaciones como indices de diversidad,
analisis de AMOVA, SAMOVA y MistMatch. Se obtuvieron 10 haplotipos diferentes, siendo
el haplotipo R1, el designado como el haplotipo ancestral tanto por el namero de individuos
como por el nimero de conexiones con otros haplotipos en la red. Asimismo, la distribucion
haplotipica revel6 que R1 se encontrd presente en todas las poblaciones muestreadas,
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mientras que el resto se encontraron restringidos al estado de Veracruz. Por otra parte, la
distribucion haplotipica también revel6 que Veracruz es un estado altamente heterogéneo,
particularmente la region de Playa Mocambo-Costa de Oro, mientras que la region del Caribe
mexicano es altamente homogeénea, con un solo haplotipo (R1) en sus poblaciones. Los
valores de distancia e indices calculados sustentaron dicha homogeneidad versus
heterogeneidad entre Caribe mexicano y el Golfo de México, respectivamente.
Adicionalmente, se obtuvieron secuencias de rbcL para cada haplotipo resultante, a fin de
confirmar su identidad filogenética, el anélisis filogenético reveld que los haplotipos
corresponden con tres entidades filogenéticamente distintas, aunque ninguna del complejo:
G. isabellana (haplotipo R4), afines con G. damicornis (haplotipos R2, R3, 39 y R10) y G.
flabelliformis (haplotipos R1, R5, R6, R7). Los resultados obtenidos sugieren que existe un
proceso geoldgico responsable del aislamiento de las poblaciones de tres especies de G.
flabelliformis con distribucion simpétrica en el Atlantico, responsable de su independencia
taxondmica actual. No obstante, todos los analisis de diversidad genética obtenidos revelan
que dicho proceso posiblemente es reciente, ya que las poblaciones de las tres especies se
mantienen interconectadas, mientras que los marcadores conservados como rbcL, revelan
que el aislamiento genético sustenta su independencia filogenética. Asimismo, G.
flabelliformis (con 15 morfotipos) se encuentra en todo el Caribe mexicano y Golfo de
México, mientras que las otras dos G. isabellana (con 3 morfotipo) y G. damicornis (con 4
morfotipos) son solo simpatricas en Veracruz, donde se han mantenido aisladas, sustentado

el aislamiento entre Golfo de México y Caribe mexicano.



ABSTRACT

Gracilaria flabelliformis is a widely distributed species ranging from southern Florida to
northern Brazil. In the Mexican Atlantic, it’s particularly found along the coasts of Veracruz
and the Yucatan Peninsula. Currently, it’s considered part of the G. mammillaris complex,
which encompasses five morphologically similar Gracilaria species that exhibit sympatric
distribution. Due to the overlap of morphological traits among these species, field
discrimination has been challenging, making it difficult to estimate the true number of species
present in the region. In this context, genetic diversity studies have provided solid evidence
to clarify the different historical processes involved in the evolutionary history of sympatric
species, integrating phylogeography to explain the microevolutionary process and
phylogenetic systematics to explain the macroevolutionary process. This combined evidence
helps address taxonomic issues like species complexes. In this regard, the present study offers
a phylogeographic analysis of G. flabelliformis populations across its distribution range in
the Mexican Atlantic. A total of 124 individuals were collected from eight populations across
Veracruz, Campeche, and Quintana Roo. No populations of the species were found in
Yucatan. For the phylogeographic analysis, molecular sequences were obtained from the
RuBisCo spacer region, from which a statistical parsimony network was constructed, and
various population genetics statistics were calculated, including diversity indices, AMOVA,
SAMOVA, and MistMatch analyses. Ten different haplotypes were obtained, with haplotype
R1 designated as the ancestral haplotype due to its higher number of individuals and
connections to other haplotypes in the network. The haplotypic distribution revealed that R1
was present in all the sampled populations, while the other haplotypes were restricted to
Veracruz. Additionally, the haplotypic distribution showed that Veracruz is a highly
heterogeneous state, particularly the Playa Mocambo-Costa de Oro region, while the
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Mexican Caribbean region is highly homogeneous, with only a single haplotype (R1) in its
populations. The calculated distance values and indices supported this homogeneity versus
heterogeneity between the Mexican Caribbean and the Gulf of Mexico, respectively.
Furthermore, rbcL sequences were obtained for each resulting haplotype to confirm their
phylogenetic identity. The phylogenetic analysis revealed that the haplotypes corresponded
to three phylogenetically distinct entities: G. isabellana (haplotype R4), related to G.
damicornis (haplotypes R2, R3, 39, and R10), and G. flabelliformis (haplotypes R1, R5, R6,
R7). The results suggest that a geological process is responsible for the isolation of
populations from the three G. flabelliformis species with sympatric distributions in the
Atlantic, which is responsible for their current taxonomic independence. However, all the
obtained genetic diversity analyses reveal that this process is likely recent, as populations of
all three species remain interconnected, while conserved markers like rbcL show that genetic
isolation supports their phylogenetic independence. Furthermore, G. flabelliformis (with 15
morphotypes) is found throughout the Mexican Caribbean and Gulf of Mexico, while the
other two species, G. isabellana (with 3 morphotypes) and G. damicornis (with 4
morphotypes), are only sympatric in Veracruz, where they have remained isolated,

supporting the isolation between the Gulf of Mexico and the Mexican Caribbean.
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1. INTRODUCCION

Gracilariaceae Nageli es una de las familias de algas rojas con mayor diversidad y
abundancia, constituida actualmente por 243 especies taxondmicamente validas, distribuidas
en cuatro géneros, siendo Gracilaria Greville el género més representativo de esta familia,
conteniendo al mayor numero de especies, con un total de 206 (Guiry y Guiry, 2024), las
cuales se encuentran distribuidas ampliamente desde la region tropical hasta la subtropical,
con una diversidad decreciente hacia los polos, lo que refleja su preferencia por aguas calidas,
asi mismo, se pueden encontrar en ambientes marinos y mixohalinos (Dreckmann, 2002,
2012). Particularmente para el Atlantico mexicano, se ha reportado en las costas del Golfo

de México y Caribe mexicano (Garcia-Garcia et al., 2020).

A escala mundial, Gracilaria ha adquirido un significativo valor econémico debido a su
capacidad para sintetizar agar, un ficocoloide de tipo polisacarido gelificante utilizado en la
industria farmacéutica, alimentaria y cosmética. (Lee et al., 2016; Buschmann et al., 2017;
Limetal., 2017; Hossain et al., 2021). Dada la versatilidad de este polisacarido como materia
prima en diversas industrias, el género se ha convertido en uno de los mas estudiados de la
familia, destacando su importancia tanto en la investigacion cientifica como en aplicaciones
comerciales (De Almeida et al., 2011; Torres et al., 2019; Mantri et al., 2020; Chopin y

Tacdn, 2021; Rani et al., 2024).

Morfologicamente, las especies de Gracilaria son organismos que presentan talos erectos o
decumbentes, fijos al sustrato por medio de un disco basal, del que surgen dos 0 mas ejes
cilindricos o complanados a aplanados. Presentan ramificacion irregular, con planos de

ramificacion que va desde un plano, en especies complanadas-aplanadas y dos o varios
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planos en especies cilindricas; los segmentos de la ramificacion pueden ser de longitud
constante o variable. Los apices pueden ser redondeados o agudos en todas las ramas de un
habito, sin embargo, también es posible encontrar hdbitos con una mezcla de ambos tipos.
En todas las especies de Gracilaria la corteza esta compuesta por filamentos dicotdmicos de
células pequenas, esféricas a ovoidales, y medula de células grandes (Dreckmann, 2012). Las
tallas que presentan las especies varian en un intervalo de 5-25 cm en hébitats intermareales

y de hasta 30-60 cm en hébitats submareales (Dreckmann y Senties, 2014).

Especificamente, Gracilaria flabelliformis (P. Crouan & H. Crouan) Fredericq & Gurgel,
una especie plana, coman en los tropicos, con distribucion desde el sur de Florida hasta el
norte de Brasil, particularmente para las costas del Atlantico mexicano ha sido ampliamente
reportada (Gurgel et al., 2004a; Garcia-Garcia et al., 2020). Morfol6gicamente, fue descrita
como una especie de talo aplanado, con tallas en un intervalo de 2-15 cm de altura, compuesto
desde uno a varios ejes que surgen de un solo punto de sujecion, con patrones de ramificacion
extremadamente variables e irregulares, corteza con una a dos capas de células ciliadas, con
transicion gradual hacia la medula (Gurgel et al., 2004a). Sin embargo, esta morfologia no
es constante debido a la alta plasticidad fenotipica que presenta G. flabelliformis, lo cual
produce un amplio espectro de variacion morfoldgica a lo largo de su intervalo de
distribucion. Aunado a esto, este intervalo es compartido con otras especies de Gracilaria de
morfologia plana, que también presentan plasticidad, lo que ha derivado en conflictos
taxondmicos debido a los escasos caracteres disponibles para la discriminacidn entre especies

(Gurgel et al., 20044, 2018; Vilchis et al., 2022a).

De acuerdo con lo anterior, existe una superposicion de caracteres morfologicos entre las
especies de Gracilaria con distribucién simpatrica que ha originado la formacién de
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complejos, tal es el caso del complejo Gracilaria mamillaris en el Atlantico mexicano, el
cual estd conformado por un conjunto de especies planas con morfologia similar, entre las
que se incluye G. flabelliformis, lo que aumenta la complejidad de esta especie al momento
de su estudio (Dreckmann, 2012; Vilchis et al., 2022a). En este sentido, la taxonomia
molecularmente asistida, asi como estudios de genética poblacional, han ayudado a
esclarecer este tipo de probleméticas permitiendo una mejor comprension de lo que sucede
al interior de la especie, la influencia del ambiente en su expresion fenotipica, la relacion
entre individuos y su convergencia evolutiva (Cianciola et al., 2010; Nufiez Resendiz et al.,

2015).

Por otro lado, los estudios moleculares también han proporcionado evidencia de que la
diversidad de macroalgas ha sido subestimada y/o sobrestimada (Cianciola et al., 2010;
Macaya y Zuccarello, 2010), debido a que el reconocimiento y delimitacion de especies
utiliza las discontinuidades en la variacion morfoldgica, identificando morfoespecies a partir
de atributos morfolégicos y anatdmicos compartidos (De Queiroz, 2007; Leliaert et al.,
2014). Sin embargo, la problematica de este enfoque radica en que la morfoespecie depende
del fenotipo, el cual se puede expresar como respuesta a diferentes condiciones ambientales,
no obstante, no todos los genotipos responden de manera diferencial al ambiente o no todos
los cambios ambientales provocan fenotipos diferentes (Schilling y Pigliucci, 1998; Pigliucci
et al., 2006; Fusco y Minelli, 2010). En este sentido, se presentan fendmenos que limitan el
reconocimiento de una especie en funcion a su morfologia, como es la plasticidad fenotipica,
fendmeno al que se le atribuye la complejidad de Gracilaria flabelliformis (Pigliucci, 2001;

Leliaert et al., 2014; Diaz-Tapia et al., 2018).
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En este sentido, los estudios filogeograficos, los cuales tienen una reciente introduccién en
el andlisis de la diversidad de macroalgas marinas, han permitido dar resolucion a este tipo
de probleméticas ya que conjeturan y proponen hipotesis sobre los procesos histéricos que
modelan a las especies, visualizando lo que hay al interior de los fenémenos morfoldgicos,
como la plasticidad fenotipica (Zucarello et al., 2006; Dominguez-Dominguez y Vazquez-
Dominguez, 2009; Montecinos et al., 2012; Hu et al., 2015; Nufiez Resendiz et al., 2015;
Machin-Séanchez et al., 2018). Es decir, la filogeografia a través de un analisis conjunto en
materia de la genética de poblaciones y la sistematica filogenética estudia los principios y
procesos evolutivos que rigen los patrones de distribuciones geogréficas de los linajes
genealdgicos, permitiendo interpretar la variacion genética hallada al interior de las
poblaciones (Avise, 2000, 2009; Diniz-Filho et al., 2008; Dominguez-Dominguez y

Vazquez-Dominguez, 2009).

En concreto, a partir del empleo de la filogeografia, serd posible explicar la estructura
genética oculta bajo la plasticidad fenotipica de las poblaciones de Gracilaria flabelliformis
e interpretar el proceso evolutivo responsable de la variacion genética, si esta se encontrara
presente. Ademas, en lo que respecta a la biologia de la conservacion, la filogeografia es una
herramienta Gtil que permite identificar unidades evolutivas significativas, asi como unidades
operativas de conservacion, ademas permite determinar areas de importancia de acuerdo con
la variacion genética hallada en estas lo que posibilita gestionar su manejo desde un enfoque

evolutivo (Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez, 2009).

Los estudios filogeograficos en macroalgas, particularmente en el Golfo de México y Caribe
mexicano, ademas de aportar nuevas perspectivas taxondmicas, han permitido una
comprension detallada de la estructura genética interna que subyace a la plasticidad
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fenotipica o el cripticismo en las especies. Ademas, estos estudios han facilitado la
identificacion de los procesos historicos que han moldeado los patrones de distribucién actual
y guiado la evolucion de estas a nivel inter e intrapoblacional (Dreckmann y Senties, 2014;

NUfez Resendiz et al., 2015, 201; Palma et al., 2017).

2. MARCO TEORICO

2.1 Fundamentos conceptuales

La filogeografia trata de explorar los principios, patrones y procesos que gobiernan las
distribuciones de los linajes genealdgicos (Avise, 2000). Es concebida como una rama de la
biogeografia histdrica, en la que convergen conceptos y técnicas de la genética de
poblaciones y la sistematica filogenética. Se considera como una disciplina fundamental para
cerrar las brechas entre los procesos micro y macro evolutivos (Hu et al., 2015). La
filogeografia parte de la idea de que existe un cierto grado de relacién entre la estructura
genética de las especies y su distribucion geografica, en esencia, busca comprender la historia
evolutiva y geogréfica de las poblaciones de una especie mediante el analisis de su material
genético, para poder reconstruir la historia de la poblacién, conocer como se ha diversificado,
migrado y adaptando a lo largo del tiempo, en respuesta a factores ambientales o eventos
historicos como barreras geograficas (Dominguez-Dominguez y Véazquez—Dominguez,

2009).

Desde el punto de vista evolutivo, la filogeografia es el conector entre las dos grandes escalas
evolutivas: la microevolucion y la macroevolucion. La primera, busca abordar el estudio de

los cambios en la estructura genética de las poblaciones, con base en la genética de
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poblaciones, la cual intenta comprender los niveles de variacion genética dentro y entre las
poblaciones de una misma especie, oculta bajo el espectro de expresion genotipica y
fenotipica (monotonia morfoldgica, verdadera variacién morfoldgica, plasticidad fenotipica
y cripticismo), y a partir de esto explicar sus patrones en términos de fuerzas evolutivas
(Avise, 2000; Eguiarte et al., 2013; Hedgecock, 2019). Las diferentes fuerzas evolutivas que
afectarian la variacion genética son: el flujo génico que trata de la migracién de alelos a otros
poblaciones, el cual se puede ver afectado por el tamafio poblacional; la deriva génica que
es la perdida al azar en las proporciones de alelos; la mutacién entendida como cambios
aleatorios en las frecuencias alélicas, lo que genera toda la variacion genética; y la seleccion
natural, que se basa en la adaptabilidad, perdiendo a los alelos poco adaptado en una
poblacion. De acuerdo con esto, el flujo génico y la mutacion seran las fuerzas evolutivas
que originen variabilidad genética, mientras que la deriva génica y la seleccion natural son

fuerzas estabilizadoras de esta variabilidad (Eguiarte et al., 2013)

Por otro lado, la escala macro evolutiva, se basa en el estudio de los cambios en linajes
completos (relaciones jerarquicas) por medio de la sistematica filogenética (Wiley y
Lieberman, 2011; Leopardi-Verde y Escobedo-Sarti, 2021), la cual trata de inferir hip6tesis
de las relaciones entre linajes a partir de sus caracteres homoélogos, originando un
ordenamiento anidado o jerarquico que consiste en proyecciones bidimensionales
(cladogramas) o multidimensionales (redes de haplotipos) (Leopardi-Verde y Escobedo-

Sarti, 2021).

Las variantes génicas o polimorfismos, denominados haplotipos, que son hallados al interior
de las poblaciones a partir de analisis de diversidad genética, permitira crear relaciones a
modo filogenéticamente inteligible en una red haplotipica a partir de la construccion de redes
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de parsimonia estadistica, las cuales se basan en la reconstruccion de la relacion evolutiva de
los haplotipos de una poblacién hacia atras en el tiempo, identificando eventos coalescentes
hacia un ancestro comun mas reciente (Wrigth, 1943; Hart y Sunday, 2007; Dominguez-
Dominguez y Vazquez-Dominguez, 2009). Una vez obtenida la red se sobrepone en el
espacio geografico y mediante el analisis de su tipologia permite detectar aquellas
asociaciones significativas entre haplotipos, evidenciando la influencia de los factores
ecoldgicos y/o eventos evolutivos que intervinieron en la estructura y distribucién de las
poblaciones, ademas de los procesos que modelaron a la especie como: asilamiento por
distancias, fragmentacion histérica y expansion del &rea de distribucion (Véazquez-

Dominguez, 2002).

La filogeografia se apoya en la teoria de la coalescencia, la cual provee un marco conceptual
estadistico para el estudio de los procesos evolutivos que han influenciado histéricamente en
las poblaciones y han dado lugar a la diversidad genética que observamos. La coalescencia
es un modelo retrospectivo que rastrea la historia de los linajes, retrocediendo en el tiempo,
hasta llegar al ancestro comun mas reciente. El tiempo de coalescencia esta influenciado por
factores que operan a nivel poblacional, como es el tamafio poblacional, seleccion natural o

flujo genético (Harding, 1996).

2.2 Conceptos relacionados con el estudio de diversidad genética

Este tipo de estudios emplea diferentes fundamentos conceptuales, como el concepto de
especie, este ha sido discutido a lo largo de la historia sistematica, por presentar dificultades
para establecer un Unico concepto con caracteristicas exclusivas y comunes que permitan

agrupar a los organismos, por lo que se han propuesto numerosos conceptos de especie
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(Morrone, 2013). Para &mbitos de esta tesis, se emplearan los siguientes conceptos: concepto
de especie genética, el cual hace referencia a un grupo de organismos que tienen el potencial
de intercambiar genes, lo cual puede estar limitado por barreras genéticas o demograficas.
Las barreras genéticas, hacen referencia a los limites que impiden la difusién de nuevas
variantes genéticas mediante el flujo genético, mientras que las barreras demograficas estan
relacionadas con los factores que definen el nicho fundamental de la especie (Simpson, 1943;
Dobzhansky, 1950; Templeton, 1989). Especie bioldgica, se refiere a un grupo de
poblaciones naturales que son genéticamente similares, interfértiles y estan
reproductivamente aisladas de otros grupos similares (Mayr,1957); especie morfolégica o
morfoespecie, se refiere a individuos morfolégicamente similares, generalmente asociados a
una distribucién geografica; concepto de especie tipoldgica, estd asociado a un grupo de
organismos que Se asignan a una especie si comparten ciertos atributos fijos o esenciales
(Ruse, 1987); especie criptica, que representa especies genéticamente aisladas que no se
pueden distinguir morfolégicamente. Esto significa que dos especies pueden parecer
idénticas externamente, pero estan separadas genéticamente. Concepto de especie
filogenética, este concepto implica agrupar organismos bajo evidencia monofilética, es decir,
en relaciones de ancestria comdn. Se utiliza principalmente el analisis de sinapomorfias

(caracteres compartidos derivados) para establecer estas relaciones (Morrone, 2013).

En relacion con los patrones de especiacion, se presentan dos modelos principales: la
especiacion alopatrica y la especiacion simpatrica. Estos explican el proceso mediante el cual
se originan nuevas especies. EI modelo de especiacion alopatrica implica la separacién
geografica de dos poblaciones relativamente grandes a partir de una poblacion ancestral. El

aislamiento geografico crea barreras que impiden o limitan el flujo genético entre las
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poblaciones separadas, lo que lleva a la acumulacion de diferencias genéticas v,
eventualmente, al desarrollo de caracteristicas distintivas. Con el tiempo, estas diferencias
genéticas pueden ser lo suficientemente significativas como para que las poblaciones aisladas
sean consideradas especies diferentes (Morrone, 2013). La especiacion simpétrica, a
diferencia de la especiacion alopatrica, ocurre sin segregacion geografica de las poblaciones.
En la especiacion simpétrica, una 0 mas especies nuevas se diferencian a partir de una especie
ancestral en el mismo espacio geografico. Los mecanismos que pueden conducir a la
especiacion simpaétrica incluyen: cambios en los patrones de apareamiento, adaptaciones a
diferentes nichos ecoldgicos, o cambios en los patrones de desarrollo (Wiley y Liebermann,

2011).

La plasticidad fenotipica es entendida como una propiedad en el que un organismo puede
manifestar diferentes caracteristicas fenotipicas en respuesta a diferentes condiciones
ambientales. Esto significa que un mismo genotipo puede dar lugar a varios fenotipos en
funcion del entorno en el que se desarrolle el organismo (Pigliucci et al., 2006). Sin embargo,
es importante destacar que no todos los genotipos muestran una respuesta diferencial al
ambiente, y no todos los cambios ambientales resultan en fenotipos distintos. Es decir, en
organismos que comparten las mismas condiciones ambientales, es posible encontrar mas de
un genotipo, lo que indica la presencia de variacion genética, a pesar de mostrar el mismo
fenotipo. Cuando existen dos o méas fenotipos diferentes asociados a una misma estructura

genética, hablamos de una verdadera variacion morfoldgica (Pigliucci, 2001).

En este sentido, la estructura genética de una poblacién es el resultado de los procesos
microevolutivos y demogréaficos que ocurren entre y dentro de las poblaciones, asi como de
la historia biogeogréafica de los linajes genéticos (Wenink et al., 1996). Una poblacién, se
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define como un grupo local de individuos que pertenecen a la misma especie (Rodriguez-

Arnaiz et al., 2009).

Los estudios filogeogréficos son un enfoque de investigacion que busca comprender la
relacion entre la estructura poblacional, la distribucion geografica y la historia evolutiva de
las especies (Avise y Wollenberg, 1997; Avise, 2000). Por lo tanto, requiere de analisis, los
cuales se basan en la construccion de arboles filogenéticos, que son representaciones gréficas
de las relaciones evolutivas entre las secuencias genéticas de diferentes individuos
(Dominguez—Dominguez y Véazquez—Dominguez, 2009). Existen dos tipos principales de
arboles utilizados en los estudios filogeogréficos: los arboles de parsimonia, que se basan en
el principio de la parsimonia y buscan la explicacion més simple y directa de las relaciones
entre los haplotipos. Se busca minimizar el nimero de cambios evolutivos necesarios para
explicar las diferencias observadas entre las secuencias genéticas y los arboles
probabilisticos, que consisten basicamente en una red haplotipica, la cual se define como el
conjunto de nodos que trazan las relaciones evolutivas entre haplotipos (Lanteri y

Confalonieri, 2003)

2.3 Marcadores moleculares

Los estudios filogeograficos emplean marcadores moleculares para reconstruir las relaciones
historicas de sus poblaciones e interpretarlas geograficamente, ya que constituyen fuentes de
caracteres que no estan sujetas a los sesgos de la interpretacion de cada especialista (Avise
et al., 1987; Avise, 1998; Arbogast y Kenagy, 2001). Un marcador molecular es una
secuencia de ADN que corresponde a una region gue puede o no ser codificante, que permite

localizar y aislar genes de interés (Renteria Alcantara, 2007). Para la descripcion de la
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filogeniay estructura genética de una especie, se emplean locus que presenten polimorfismos
dentro de una poblacion para diferenciar a los individuos entre si. La identificacion de dichos
polimorfismos se realiza a través de los marcadores moleculares universales, como lo son las
regiones altamente conservadas y por medio de marcadores especificos (Gaffney, 2000). Para
que un marcador molecular sea eficiente, deben ser secuencias o genes de copias Unicas en
el genoma, no estar ligado a otros locus, presentar herencia biparental y que la secuencia sea
de facil alineamiento para usos filogenéticos (Held y Leese, 2007; Cortés-Lépez et al., 2020).
En el caso de la herencia biparental, existen marcadores provenientes de moléculas con
herencia uniparental que, para &mbitos filogeograficos, resultan ser mas eficientes, como es

el caso de marcadores mitocondriales (Avise et al. 1987).

Existen diversos tipos de marcadores moleculares que se distinguen por su capacidad de
detectar polimorfismos, en un marco filogeografico, los marcadores moleculares de
importancia provienen de las moléculas del cloroplasto y la mitocondria, ya que resultan de
gran utilidad para trazar la historia y estructura poblacional, asi como inferir cambios
demograficos y de dispersion entre especies (Renteria Alcantara, 2007). Particularmente, el
ADN mitocondrial tiene una estrecha relacion con la filogeografia, ya que de acuerdo con
Auvise et al. (1987), dentro de las caracteristicas que idealmente deberia tener una molécula
para analisis filogeograficos, el ADN mitocondrial presenta propiedades que se acercan a la

molécula ideal (Avise, 2009).

El ADN mitocondrial (ADNmt) tiene una elevada tasa de sustitucién en la secuencia de
nucledtidos, lo que representa una alta tasa de evolucion, ademéas presenta nula

recombinacion, gran variacién intraespecifica y su herencia es uniparental (estrictamente
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materna). Por lo tanto, son los haplotipos del ADNmt los que reconstruyen la filogenia de las

poblaciones a partir de la herencia uniparental (Avise, 2000, 2009).

Un marcador molecular monomorfico, es invariable en todos los organismos estudiados, pero
cuando presenta diferencias en el peso molecular, actividad enzimética, 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 (Godoy, 2009).

2.4 Marcadores empleados en Rhodophyta

Los diversos problemas taxondmicos que presentan las macroalgas marinas del grupo
Rhodophyta, como el cripticismo y la alta plasticidad fenotipica, promovi6 que el uso de
marcadores moleculares se implementara con mas frecuencia para resolver problemas de
identificacion, por tanto, los marcadores adquirieron un papel importante en el
establecimiento de la diversidad, permitiendo observar las variaciones reales entre las
secuencias homologas de los individuos (Bird y McLachlan, 1982; Saunders, 2005; Lyra et
al., 2015a). Particularmente en México, se han realizado diversos trabajos de algas rojas en
los que se han empleado marcadores moleculares bajo diferentes enfoques como son:

taxonodmicos, filogenéticos, biogeogréaficos, entre otros (Diaz-Larrea et al., 2016).

En estudios de algas con plasticidad fenotipica han sido empleados diversos marcadores
moleculares, entre todos los utilizados en la sistematica de Gracilariales, el gen rbcL

codificado por cloroplastos, ha proporcionado topologias filogenéticas con fuertes respaldos
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y altas resoluciones a nivel de género y especie, mientras que las regiones espaciadoras que

son menos conservadas han mostrado eficiencia en dar a conocer las variaciones genéticas

entre las poblaciones (NUfiez Resendiz et al., 2015; Gurgel et al., 2018). Los marcadores mas

comunes, utilizados en Gracilariales, se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales marcadores moleculares cominmente empleados en estudios de filogenia, diversidad

genética y/o filogeografia de especies de Gracilariales (NUfiez Resendiz et al., 2015).

Genoma Marcadores Referencia Enfoque
moleculares
Cloroplasto  Region espaciadora Destombe y Douglas, 1991; Variacion
de la RuBisCo Byrne et al., 2002; lyer et al., genetica 'y
2005; Guillemin et al., 2008 filogeografia
rbcL Gurgel y Fredericq, 2004; Filogenia
Gurgel et al., 2004; Kim
et al., 2006
Mitocondria Region espaciadora Rueness, 2005; Destombe et al.,  Variacion
cox2-3 2010; Pareek et al., 2010; genéticay
Garcia-Rodriguez et al., 2013; filogeografia
Yang et al., 2013
Coil Yang et al., 2008; Yow et al., Filogenia,
2011, 2013 cddigo de
barras, variacion
genéticay

filogeografia

2.5 Indices utilizados en el estudio de la filogeografia

La diversidad genética de las poblaciones se mide a través de diversos indices y parametros

de cuantificacion, lo que nos proporciona informacion sobre la diversidad génica dentro y

entre poblaciones, a continuacién, se presentan las medidas y los respectivos indices que

seran empleados para fines de esta tesis:
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2.5.1 Medidas de variacion y diversidad genética

Diversidad nucleotidica (r): indice utilizado para medir el grado de polimorfismos en una
poblacion, se define como el nimero medio de diferencias de nucledtidos por lugar entre dos

secuencias de ADN elegidas al azar entre la muestra poblacional (Nei y Li, 1979).

Diversidad haplotipica (Hd, h): Mide la singularidad de un haplotipo en una poblacién dada
en relacion con el tamafio de la muestra, es decir, la probabilidad de que dos haplotipos al

azar sean distintos (Nei y Tajima, 1981).

Proporcién de sitios segregantes (Ps o S*): Se refiere a la fraccion de sitios en una
secuencia que muestra polimorfismos. Es una medida utilizada para cuantificar la
variabilidad genética. Se expresa en valores entre 0y 1, lo que indica la proporcion de sitios
gue muestran polimorfismos en relacion con la longitud de la secuencia. Un valor alto indica

diversidad genica (Hedrick, 2011).
2.5.2 Medidas de diferenciacion y estructura

La estructura genética de las poblaciones puede analizarse mediante la comparacion de las
frecuencias alélicas a partir de métricas de distancias genéticas, usando algoritmos de

clasificacion como los siguientes:

Estadisticos de F de Wright (1951): Son una serie de coeficientes que se utilizan para medir
la diferenciacidn genética a nivel poblacional total (T), subpoblacional (S) o individual ().
Describen la estructura genética a partir de las frecuencias alélicas obtenida, para estudiar el

flujo genético o cuantificar la subdivisién de la poblacion (Wright, 1951).
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Fst (indice de fijacion): Coeficiente de diferencian de poblaciones en cuanto a su estructura
genética, mide la cantidad de varianza que puede ser explicada por la estructura poblacional,
y puede ser interpretada como una medida de similitud de los individuos de una poblacion
comparada con la poblacion total. Los valores oscilan de la siguiente manera: 0-0.05 poca
variacion genética (homogeneidad genética) ; 0.05-0.15 moderada diferenciacion; 0.15-0.25
gran diferenciacion; >0.25 bastante diferenciacion genética, podriamos hablar de una barrera

al flujo genético (Wright, 1978; Hartl y Clark, 1989; Hedrick, 2011).

Cuando la poblacion llega a un estado de equilibrio como resultado del balance entre las
fuerzas evolutivas, el flujo genético dentro y entre poblaciones puede expresarse como una
tasa de migracién (Nm), definida como la proporcion de alelos en cada generacién que es de

origen migratorio (NUfez Resendiz et al., 2015).

Estadisticos ® de Excoffier et al. (1992): Serie de coeficientes utilizados en el analisis de
la estructura genética, son una extension de los estadisticos de F de Wright, reflejan la
correlacion entre la diversidad haplotipica en distintos niveles de subdivision jerarquica.
Miden la diferenciacion y distribucion de la variabilidad genética, permiten analizar datos
genéticos cuando las poblaciones pueden estar subdividida o presentan patrones elaborados

de estructura genética (Excoffier et al., 1992).

®pT: Provee un estimado de la proporcion de varianza genética de las poblaciones respecto
a la varianza total. Los valores pueden oscilar entre 0 y 1, donde valores cercanos a 0 indica
que no hay diferenciacién genética y valores cercanos a 1 las poblaciones son completamente
diferentes (Excoffier et al., 1992; Peakall et al., 1995: Flanagan et al., 2006). A partir de este
estimado, es posible obtener un estimado indirecto del flujo genético, el numero efectivo de
migrantes por generacion (Nm) (Peakall et al., 1995).
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®rT: Detalla la correlacion de individuos dentro de una region respecto al total, proporciona
informacion sobre la cantidad de variacion genética total que se debe a las diferencias entre
regiones, un valor alto indica que hay una fuerte diferenciacion genética entre las regiones y
un valor bajo sugiere que la diferenciacion genética es relativamente baja entre las regiones
y que la mayor variacion se encuentra dentro de las regiones (Excoffier et al., 1992; Peakall

et al., 1995; Flanagan et al., 2006).

®pr: Sefiala la correlacion de las poblaciones respecto a la region. Se basa en la idea de que
las poblaciones geogréaficamente cercanas pueden tener mayor similitud genética, mientras
que las poblaciones distantes pueden mostrar una mayor diferenciacion genética. Valores
positivos indica que la diferenciacion genética aumenta con la distancia geografica, lo que
sugiere una estructura de aislamiento por distancia, y valores negativos indican que la
estructura genética no estaria siendo influencia por la distancia geografica (Excoffier et al.,

1992; Peakall et al., 1995: Flanagan et al., 2006).

AMOVA (Andlisis de Varianza Molecular): La diversidad genética, expresada en las
diferencias entre haplotipos, puede dividirse en componentes de varianza dentro y entre
algun factor de clasificacion. Para tal particion de varianzas se usan los AMOVA, que, a
partir de datos moleculares, estima diferentes niveles de diversidad genética expresados, y
parte de la hipotesis nula de que no existe estructura genética (®pr=0, Or7t=0, Dpr=0)

(Flanagan et al., 2006).

Prueba de Mantel: Se utiliza para comprobar si existe aislamiento por distancia, es decir, si
las diferencias genéticas entre poblacion son efecto puro de la distancia geografica entre
poblaciones, a partir de la asociacion una matriz geografica y una matriz alélica, bajo un
modelo lineal de proporcionalidad (Mantel, 1967).
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Distancias genéticas : Cuantifican el grado de diferenciacion entre linajes a partir del nimero
de sitios variables entre dos secuencias de ADN vy el total de sitios comparados, ya sea en
funcion de un modelo evolutivo (distancias corregidas) o no (distancias no corregidas)

(Hamilton, 2009).

Anélisis de haplotipos: Este andlisis ayuda a visualizar y comprender las relaciones
evolutivas entre las secuencias de ADN, a partir de la construccion de una red de haplotipos,
que se construye mediante un método de parsimonia estadistica, el cual agrupa secuencias en
conjuntos de haplotipos separados consistentes de haplotipos cercanamente relacionados y
conectados por pasos mutacionales (Templeton et al., 1992; Thormann et al., 2016). Cada
nodo en la red representara un haplotipo, las conexiones entre nodos de la red representan
relaciones evolutivas entre los haplotipos y la longitud de las ramas proporciona informacion
sobre la cantidad de cambios genéticos. Las redes de haplotipos estan disefiadas para
minimizar la homoplasia, que son los cambios genéticos independientes y no a una ancestro
en comun. El haplotipo con mayor antigiiedad, mayor frecuencia en las subpoblaciones y
mayor nimero de conexiones con otros haplotipos seré el haplotipo ancestral (Crandall y

Templeton, 1993; Clement et al., 2000; Leliaert et al., 2014).

2.5.3 Neutralidad selectiva e historia demografica

Pruebas que ayudan a comprender como los cambios genéticos y las dinamicas poblacionales
influyen en la diversidad genética y la evolucion de especies. La neutralidad selectiva parte
de la idea de que la mayoria de las mutaciones son neutrales, de acuerdo con esta neutralidad,
la deriva genética y la mutacion aleatoria son las principales fuerzas impulsoras de

variabilidad genética (Tajima, 1989). La historia demografica se refiere a la evolucién del
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tamano y la estructura poblacional a lo largo del tiempo, incluye eventos como expansiones
0 contracciones poblacionales, migraciones, cuellos de botella y el efecto fundador (Hartl y

Clark, 1989).

Para comprobar si las secuencias de ADN estan evolucionando de forma aleatoria (neutral)

0 se encuentran bajo un proceso de seleccién, se calculan los siguientes indices:

D de Tajima (1989): Medida para detectar desviaciones de la teoria neutral, se calcula a
partir del nimero de sitios segregantes y el numero promedio de nucleétidos por pares en una
secuencia determinada. Permite identificar si un poblacion esta evolucionando en
condiciones neutrales (Hartl y Clark, 1989). Si la D=0 la poblacion esta evolucionando en
condiciones neutrales, cuando D > 0 se sugiere seleccidn balanceadora o diversificadora; si
D <0, se sugiere seleccidon purificadora, asi como poblaciones en expansion o evento reciente

de cuello de botella (Eguiarte et al., 2007; Tajima, 1989).

F* de Fu y Li (1993): Se utiliza para inferir aspectos de la historia de la poblacion y
demografia a partir de datos genéticos. Se basa en la coalescencia y en ausencia de
recombinacion. Se propone un estadistico basado en un modelo de mutacion de sitios
infinitos. Se basa en la probabilidad de observar una muestra aleatoria con un numero de
alelos igual o inferior a los observados, bajo la suposicién de que todos los alelos son

selectivamente neutros (Fu y Li, 1993).

Fsde Fu (1997): Este estadistico se basa en la diversidad haplotipica y el valor dado de Teta.
Se utiliza para detectar expansiones o cuellos de botella demogréaficos de la poblacion
mediante el andlisis de la distribucion de las frecuencias alélicas. Es una medida de la

distribucion de alelos raros en una poblacion. Cuando la poblaciéon ha experimentado una

38



expansion resiente, puede haber un exceso de mutaciones Unicas debido al rapido aumento
del tamafio poblacional el valor de Fs serd negativo, mientras que, si una poblacion ha pasado
por un cuello de botella, puede haber una deficiencia de mutaciones Unicas, lo que lleva a un

favor de Fs positivo (Fu, 1997; Eguiarte et al., 2007; Ramirez-Soriano et al., 2008).

Distribucion Mismatch: Es una andlisis de distribucion para evaluar los eventos de
expansién poblacional, cuellos de botella o eventos de seleccion. Se puede obtener a partir
de un AMOVA, el cual obtiene estimaciones provisionales de tiempo absoluto de ancestria,
estos estimadores dan como resultado frecuencias pareadas de distribuciones en tiempo de
coancestria (distribuciones Mismatch), estas distribuciones pueden ser unimodales, en
poblaciones que sufren expansion demografica, 0 multimodales, en poblaciones en equilibrio

demografico (Schneider et al., 2000).

3. ANTECEDENTES

3.1 Aspectos taxondmicos de Gracilaria flabelliformis

Después de una historia de lectotipificacion confusa y dindmica, Gracilaria fue tipificada
oficialmente con G. compressa (C. Agardh) Greville, que actualmente es sinénimo de G.
bursa-pastoris (S.G. Gmelin) P.C. Silva (Gurgel y Fredericq, 2004). Particularmente, G.
flabelliformis se consigné como una especie taxonGmicamente aceptada a partir de la revision
sistematica de Gurgel y Fredericg (2004), la cual se baso en la secuenciacion de especimenes
de Gracilariaceae por medio del gen rbcL, misma que reasigno a Plocaria flabelliformis P.
Crouan & H. Crouan como su basiénimo. Cuenta con dos subespecies que actualmente son
entidades aceptadas: G. flabelliformis subesp. aionana Gurgel, Fredericq & J.N. Norris y G.

flabelliformis subesp. simplex Gurgel, Fredericq & J.N. Norris, ambas se han reportado para
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el Atlantico occidental, particularmente G. flabelliformis subesp. simplex ha sido reportada
para el suroeste del Golfo de México (Gurgel et al., 2004a; Guiry y Guiry, 2024). La

ubicacion taxondmica de G. flabelliformis es la siguiente manera:

Reino Plantae

Subreino Biliphyta

Phylum Rhodophyta
Subphylum Eurhodophytina
Clase Florideophyceae
Subclase Rhodymeniophycidae
Orden Gracilariales

Familia Gracilariaceae

Género Gracilaria

Especie Gracilaria flabelliformis (P.Crouan & H.Crouan) Fredericq & Gurgel

3.2 Morfologia

Morfolégicamente, G. flabelliformis fue descrita como una especie que presenta un talo de
talla de 5-7 cm de alto, 2-8 mm de ancho, 1.7-2 mm de espesor; eje principal que surge de
un pequefio soporte discoide: basalmente un estipite cilindrico corto, 2.0-20 mm de largo, 1
mm de didmetro; volviéndose distalmente comprimida a aplanada. Patron de ramificacion
extremadamente variable e irregular (Gurgel et al., 2004a 2004; Gurgel y Fredericq, 2004).
La corteza compuesta de 1-2 capas de células, las mas externas se presentan ligeramente
alargadas radialmente, con una transicion gradual hacia la médula (Fig. 1a); células ciliadas

presentes. La porcion basal del talo principal produce varias capas de células que tienden a
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una forma cuadrada. Médula constituida de 10-15 capas de células, con tamafio pequefio y
elipsoides, y con organizacion que se asemeja a la condicion de microcistidiato. Presenta
cistocarpos prominentes (Fig. 1a), contraidos en la base cuando maduran; pericarpio de 350
pum de espesor y células internas del pericarpio en forma de estrella. Carposporofito de base
ancha y pentagonal en seccion longitudinal. El suelo del cistocarpo compuesto por 4-6 capas
de pequefias células. Gonimoblastos compuestos de células grandes, definidas, radialmente
alargadas y de paredes gruesas. Células de gonimoblastos de tamafio uniforme, formando
pequefios carposporangios que llenan la cavidad del cistocarpio. Presencia de células
nutricias tubulares, lineales a ramificadas, que conectan los gonimoblastos con las células
pericarpicas internas y también con las celulas del piso del cistocarpio que estan més cerca
del pericarpio. Tetrasporangios de tamafio variable, inmersos en una corteza extendida, de
40-47 um de espesor. Corteza tetrasporangial compuesta por 3-5 capas de células corticales

de células alargadas radialmente, con una organizacion laxa (Gurgel et al., 2004a).

3.3 Reproduccion

Al igual que todas las especies de algas rojas de la clase Floridophyceae, Gracilaria presenta
un ciclo de reproduccion que involucra la oogamia con células especializadas (carpogonios
y espermacios) y un ciclo biolégico por alternancia de fases (trifasico), con una fase
gametofitica haploide, que puede ser dioica 0 monoica, aqui se producen gametos masculinos
no flagelados Ilamados espermacios, estos estan contenidos sobre la corteza y se pueden
presentar en tres tipos de conceptaculos de acuerdo a su profundidad y grado de confluencia:
en soros superficiales o epicorticales conocidos como tipo Chorda (por G. chorda Holmes);
en depresiones concavas corticales, tipo Textorii (Fig. la, apartado H) (por G. textorii
(Suringar) De Toni); depresiones corticales profundas ovales, unciformis, y también pueden
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ser multicavitario, tipo Verrucosa (Fig. 1a, apartados F-G) (por G. verrucosa (Hudson)

Papenfuss) y tipo Henriquesiana (por G. henriquesiana Hariot) respectivamente (Fig. 1a,

apartado 1) (Fredericq y Hommersand, 1990; Dreckmann, 2012). Estos espermacios se

liberan hacia los carpogonios o gametos femeninos, tras la fecundacion el cigoto diploide se

desarrolla en un carposporofito, lo que se conoce como fase carposporofito diploide, reducido

a parasito sobre el gametofito femenino con produccion de mitosporas, que son células

haploides capases de desarrollarse en nuevos gametofitos diploides, en su madurez las

carposporas se liberan de la cavidad cistocarpica al exterior donde, si se asientan

adecuadamente, dan lugar a la tercera fase tetrasporofito diploide la cual produce meiosporas,

que también son células haploides conocidas como tetrasporas y pueden dar lugar a nuevos

gametofitos dioicos (Fig. 1a, b), cerrando el ciclo de vida (Fredericq y Hommersand, 1985;

Candia, 1991; Dreckmann, 2012; Guiry y Guiry, 2024).
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Figura la. Representacion esquematica de caracteres que definen a Gracilaria. A. Habito; B. Medula y corteza;

C. Cistocarpo; D. Espermatangio tipo Textorii; E. Tetraesporangio; F-G. Conceptaculos tipo Verrucosa

aislados y Verrucosa confluentes; H. Conceptaculos tipo Textorii; 1. Conceptaculos tipo Henriquesiana

(Modificada de Dreckmann, 2012).
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Figura 1b. Ciclo de vida del género Gracilaria (Palacios Giraldo, 2009).

Un aspecto fundamental de este ciclo de vida es la presencia de un filamento especializado y
diferenciado, conocido como rama carpogonial, de dos células, que se desarrolla en un ovulo
terminal llamado carpogonio. Este carpogonio se encuentra conectado mediante una
extension alargada, Ilamada tricogonio, que es esencial para la fertilizacion y el desarrollo
posterior del carposporofito. En la fase carposporofitica hay presencia de cistocarpos
distribuidos sin distincion del nivel de ramificacion, excepto en la base del talo.
Morfolégicamente, el cistocarpo es una estructura oblonga, con presencia de células
nutritivas transversales o filamentosas que descienden hacia la base de este. En Gracilaria,
la cavidad del cistocarpo es noblemente extensa y carece de un pericarpio interno. Se
observan fusiones secundarias por medio de células tubulares nutricias multinucleadas. Estas
células se fusionan con células de piso del cistocarpo y pericarpio externo (Candia, 1991,

Dreckmann, 2012).
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3.4 Antecedentes taxondmicos de Gracilaria

La historia taxonémica de Gracilaria ha sido controversial, inicialmente se encontraba
constituido por los géneros Gracilariopsis E.Y. Dawson, Hydropuntia Montagne y
Crassiphycus Guiry, J.N. Norris, Fredericq & Gurgel, ya que no existian caracteres
diagndsticos claros que evidenciaran la independencia taxonémica de estos generos
(Yamamoto, 1975; Chang y Xia, 1988; Fredericq y Hommersand, 1989; Gargiulo et al.,
1992). Sin embargo, este panorama cambio con el trabajo de Bird et al. (1992), quienes,
mediante la introdujo de la taxonomia molecularmente asistida, realizaron un analisis
comparativo de las secuencias del ADN ribosomal 18S, evidenciando que Gracilariopsis
difiere lo suficiente de Gracilaria como para ser considerado un mismo género (Fredericq y
Hommersand, 1989, 1990; Gurgel y Fredericq, 2004; Hau y Lin, 2006; Norris y Gurgel,
2014). Actualmente Gracilariopsis sigue siendo una entidad taxonémicamente aceptada

(Lyraetal., 2021; Guiry y Guiry, 2024).

En el caso del género Hydropuntia, este fue descrito por primera vez como género
independiente de Gracilaria por Montagne (1842). Sin embargo, debido a la superposicion
de caracteres morfologicos, posteriormente fue consideradé sin6nimo de Gracilaria
(Dreckmann, 2012; Gurgel et al., 2018). Fue hasta los trabajos de Gurgel y Fredericq (2004)
y Gurgel et al. (2004a,b), que se presentd evidencia que respaldaba la independencia
taxondmica de Hydropuntia (Ardito et al., 2014). No obstante, estudios posteriores, como el
de Lyra et al. (2015a), aportaron mayor evidencia, basada en filogenia molecular, indicando
que Hydropuntia no era un género monofilético y sugirieron su fusién con Gracilaria.
Actualmente Hydropuntia se sigue considerando un sinénimo de Gracilaria (Lyra et al.,

2021; Guiry y Guiry, 2024).
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El género Crassiphycus fue inicialmente considerado como un género independiente por
Gurgel et al. (2018), quienes propusieron dos nuevos géneros aceptados taxonémicamente:
Agarophyton Gurgel, J.N. Norris & Fredericq y Crassa Gurgel, J.N. Norris & Fredericq.
Posteriormente, el nombre Crassa fue sustituido por Crassyphycus, manteniéndose como un
género aceptado taxondmicamente (Guiry et al., 2018). Sin hasta, Lyra et al. (2021)
propusieron la fusion de Crassiphycus y Gracilaria, argumentando que no habia evidencia
suficiente para sostener su independencia taxonémica. Actualmente, Crassiphycus se

considera un sindnimo de Gracilaria (Guiry y Guiry, 2024).

En cuanto a Agarophyton, anteriormente también fue propuesto y aceptado como genero
independiente (Gurgel et al., 2018), no obstante, las filogenias iniciales no mostraban un
fuerte respaldo en los clados o solo incluian valores de probabilidad posterior. Fue hasta el
trabajo de Lyra et al. (2021) en el cual se propone una resolucion para este género, sugiriendo
su fusion con Gracilaria. Actualmente también se considera sindnimo de Gracilaria (Guiry

y Guiry, 2024).

De acuerdo con lo anterior, la clasificacion taxonomia de Gracilaria se ha ido respaldado
filogenéticamente a partir de anélisis que involucran la aplicacion de marcadores moleculares
nucleares, de organulos, de genes mitocondriales y plasmidiales, permitiendo dar resolucion
a nodos profundos de las filogenias (Bellorin et al., 2002; Gurgel y Fredericq, 2004; Lyra et
al., 2015a; Gurgel et al., 2018; lha et al., 2018; Lyra et al., 2021). Uno de los trabajos que
propuso diferentes ajustes al interior del orden Gracilariales fue el de Lyra et al. (2021)
quienes realizaron un estudio filogenético integral de especies representantes de diferentes
linajes del orden, utilizando genes nucleares, plasmidiales y mitocondriales. Ademas,
llevaron a cabo un andlisis de la evolucidon de sus rasgos morfoldgicos y examinaron la
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arquitectura gendémica de diferentes especies de Gracilariaceae, concluyendo que no hay
division de Gracilaria en mas de un genero y respaldaron firmemente a Gracilaria sensu lato

como un género bien delimitado (Lyra et al., 2021; Wang et al., 2023).

3.5 El complejo Gracilaria mamillaris

A pesar de que se han aumentado los esfuerzos del estudio de Gracilaria a nivel molecular
(Wang et al., 2023), al interior del género hay taxones que siguen representado un esfuerzo
desafiante dentro de la ficologia debido a la sutileza de las caracteristicas anatomicas
empleadas para diferenciar especies, asi como la presencia de homoplasias morfoldgicas en
los caracteres vegetativos o reproductivos y la naturaleza simpatrica de su distribucion,
resultando en la propuesta de un gran nimero de agrupaciones cripticas (Gurgel et al., 2018;
Vilchis et al., 2022b), entre las que se encuentra el complejo Gracilaria mammillaris el cual
agrupa a todas las especies planas que se distribuyen en el Atlantico americano: Gracilaria
mammillaris (Montagne) M. Howe, G. flabelliformis, G. occidentalis (Bgrgesen) M. Bodard,
G. suzanneae L.P. Soares, C.F.D. Gurgel & M.T. Fujii y G. curtissiae J. Agardh (Vilchis et

al., 2022a).

Particularmente, en el Atlantico mexicano se ha reportado la presencia de cuatro de las cinco
especies que conforman el complejo Gracilaria mamillaris (Vilchis et al., 2019), de acuerdo
con Garcia-Garcia et al. (2020) G. flabelliformis presenta una distribucién desde el litoral de
Veracruz hasta Campeche, G. mamillaris es la especie con mayor distribucion en la costa del
Atlantico mexicano, sus registros van desde el litoral de Tamaulipas hasta Quintana Roo, G.
occidentalis unicamente se distribuye en el litoral de Veracruz y G. curtissiae presenta

distribucion en el litoral de Veracruz y Campeche. En el caso de G. suzanneae no se tenia
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reportes para el Atlantico mexicano hasta el trabajo de Vilchis et al. (2022), donde reportaron

a G. suzanneae como un nuevo registro para México, localizada en Punta Xen, Campeche.

De acuerdo con estudios moleculares realizados en Gracilaria mammillaris, G.
flabelliformis, G. occidentalis y G. suzanneae sugieren que estas especies pueden ser
entidades genéticas diferentes a pesar de su similitud morfolégica (Gurgel et al., 2004, 2018;
Gurgel y Fredericq, 2004; Soares et al., 2018). Para sustentar esta diferenciacion, las especies
fueron caracterizadas morfométricamente con el fin de identificar, a partir de anélisis
estadisticos, los caracteres que pudieran delimitarlas. Sin embargo, la evidencia
proporcionada hasta ahora indica que Gnicamente G. curtissiae denota diferencias claras en
comparacion con las demas especies del complejo G. mammillaris (Vilchis et al., 2022a).
Esto llevo a la conclusion que dicho complejo se encuentra posiblemente en una etapa en la
que las diferencias morfolégicas entre las entidades taxonémica ain no son discernibles,
aunque las caracteristicas filogenéticas si lo son. Este escenario podria reflejar un proceso de
especiacion reciente, que requeriria ser comprobado a la luz de méas estudios, como los

filogeogréficos (De Queiroz, 2007; Vilchis et al., 2022a,b).

3.6 Estudios mundiales de Gracilaria bajo enfoques filogeograficos

Dentro de los estudios del género Gracilaria que incluyen una perspectiva filogeogréfica se
encuentra el trabajo de Muangmai et al. (2023), quienes exploraron la divergencia genética
y la filogeografia de Gracilaria salicornia (C. Agardh) E. Y. Dawson en las costas de
Tailandia (Golfo de Tailandiay el mar de Andaman), e identificaron una divergencia genética
significativa entre ambas costas, lo que asocian a la barrera geogréafica de la Peninsula de

Malasia, asi mismo identificaron una estructura genética entre las poblaciones de G.
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salicornia del mar de Andaman, y sugirieron una posible ruptura entre el norte y sur del mar
de Andaman. Otro estudio bajo estos enfoques es el de Ayres-Ostrock et al. (2019) uno de
los primeros trabajos de filogeografia de macroalgas bentonicas para las costas de Brasil, en
el cual se analizaron los patrones filogeogréaficos de Gracilaria caudata J. Agardh, y
obtuvieron 26 haplotipos estructurados en tres haplogrupos que correspondieron a tres
regiones biogeogréaficas (noroeste, centro y suroeste) sin que ningun de estos haplotipos se
compartiera entre regiones, y se presenta una evidente ruptura genética entre la parte noroeste
y suroeste formando dos haplogrupos, dichas divergencias genéticas se las atribuyeron a los

procesos historicos de la region.

Faria et al. (2023) también realizaron un estudio a lo largo de las costas de Brasil acerca de
la filogeografia de Gracilariopsis tenuifrons (C.J.Bird & E.C.Oliveira) Fredericq &
Hommersand, e identificaron la formacién de dos filogrupos que de igual forma mostraron
un evidente quiebre genético entre el noreste y sureste de la costa, lo que atribuyen a rupturas
biogeograficas y barreras ecoldgicas, ademas la determinacion de la estructura genética al
interior de los dos filogrupos les permitié descubrir que al interior del filogrupo del noroeste
se presentan dos poblaciones genéticamente distintas, asi como haplotipos Unicos en algunas
poblaciones, del mismo modo el filogrupo del sureste presento dos subfilogrupos que de igual

forma presentaron estructura genética.

Otros trabajos han implementado la filogeografica comparada, la cual permite identificar
congruencias en patrones filogeograficos de especies con distribucion simpatrica, bajo la
hipbtesis de que estas especies que se superponen en sus intervalos de distribucion han
respondido de manera sincronica a los mismos eventos historicos, por lo cual deberian

presentar patrones filogeograficos semejantes (Arbelaez-Cortés, 2012). En este sentido,
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Huanel et al. (2020) realizaron un estudio de filogeografia comparada de dos especies de
Gracilaria en el Archipiélago de Nueva Zelanda, cabe sefialar que en ese articulo se
encuentran bajo el nombre Agarophyton, actualmente ese género es sindénimo de Gracilaria.
Los autores sefial que las dos especies estudiadas: Gracilaria transtasmanicum (M.Preuss,
N.Muangmai and Zuccarello) G. M.Lyra, C.lha, J.M.C.Nunes, C.C.Davis, y Gracilaria
chilensis C.J.Bird, McLachlan & E.C.Oliveira, se han reportado como especies coexistentes
en Nueva Zelanda, sin embargo, describen que G. transtasmanicum presenta una distribucién
aparentemente restringida a diferencia de G. chilensis con una distribucion continua y
extensa, con discontinuidades genéticas acordes a los limites biogeograficos y los cambios
historicos, a diferencia de G. transtasmanicum que no presento una estructura espacial clara
de la diversidad genética, por lo que proponen que la coexistencia de ambas especies podria

estar mayormente asociado a procesos ecolégicos que a histdricos.

3.7 Estudios de macroalgas rojas en México bajo enfoques

filogeograficos.

Los estudios que involucran métodos filogeograficos son escasos, en total se cuenta con cinco
trabajos realizados bajo esta aproximacion, de los cuales cuatro trabajos se enfocan en algas
rojas, sin embargo, Unicamente tres son de especies pertenecientes a la familia Gracilariaceae.
El trabajo de Garcia-Rodriguez et al. (2013), se enfocd en un estudio aproximado a la
filogeografia de Gracilaria parvispora I.A. Abbott, para describir el patron de distribucion

de esta especie a fin de detectar su introduccion en las regiones templadas.

Nufiez Resendiz et al. (2015, 2016), realizaron un estudio de dos especies del género

Gracilaria con distribucién simpatrica en el Atlantico mexicano: G. cornea J. Agardh y G.
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usnoides (C. Agardh) J. Agardh, cabe mencionar que en el momento del estudio se
encontraban bajo el nombre Hydropuntia cornea (J. Agardh) M.J. Wynne e H. usneoides (C.
Agardh) Gurgel & Fredericq, respectivamente. La problematica de estas especies radica en
la superposicion de sus caracteres morfoldgicos en un espectro de plasticidad fenotipica, que,
sumado a la superposicion de sus intervalos de distribucién, dio origen a la formacion del
complejo G. cornea/G. usneoides. A partir del analisis filogeogréfico identificaron la
formacion de dos grupos con cierto grado de diferencia genotipica, y con base en el patron
de la distribuciéon haplotipica hallado, y en conjunto con la explicacién de su historia
evolutiva y los aspectos geoldgicos asociados, identificaron un quiebre genético; el resultado
de estos trabajos fue la evidencia una especiacion reciente entre ambas especies, la cual no
permitia observar diferencias morfoldgicas, y concluyeron en la formacién un complejo

criptico y en la independencia filogenética de ambas especies.

Otro trabajo realizado bajo enfoques filogeograficos es el de Palma Ortiz et al. (2017) con
Meristhotheca cylindrica M.L. Nufiez-Resendiz, Dreckmann & Senties, una especie de alga
roja que presentaba conflictos taxonémicos derivados del espectro de variacion morfoldgica
que exhiben sus poblaciones. A partir de un analisis variacion genética se identificaron nueve
haplotipos estructurados en dos grupos y el analisis filogenético mostro grupo monofiléticos
congruentes, los autores describen tres grupos genéticos estructurados al interior de las
poblaciones de esta especie a lo largo de su distribucién. Dos de ellas no correspondian a M.
cylindrica, posteriormente fueron descritas, resultando la especie M. spinella M.L. Nufiez-
Resendiz, Dreckmann & Senties (Nufiez Resendiz et al., 2019b) y Tepoztequiella rhizoidea

M.L. Nafez-Resendiz, Dreckmann & Senties (NUfiez Resendiz et al., 2018).
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De acuerdo con esto, es evidente como los estudios bajo enfoques filogeogréficos, ademés
de permitir el descubriendo de nuevos linajes, asi como la delimitacion de especies que se
encuentran dentro de complejos morfoldgicos, también ha facilitado la comprension de como
y cuales fueron son los procesos histéricos que modelaron los patrones filogeogréaficos

observados (Yow et al., 2013; Nufiez-Resendiz et al., 2015).

4. JUSTIFICACION

Gracilaria flabelliformis es una especie con amplia distribucion en el Golfo de México y
Caribe mexicano (Garcia-Garcia et al., 2020), sin embargo, a lo largo de este intervalo de
distribucion presenta una elevada variabilidad morfoldgica como producto de su plasticidad
fenotipica (Dreckmann 2012; Lyra et al., 2015a). Esto ha provocado que su identificacion se
vea limitada, debido a que su variacion morfologia produce escasos caracteres que permiten
discriminarla de otras especies de Gracilaria planas con distribucion simpatrica (Vilchis et
al., 2022a), ocasionando una sobreposicion de caracteres y una elevada complejidad para G.

flabelliformis.

La problemética de la plasticidad fenotipica en Gracilaria flabelliformis representa un
desafio significativo para comprender las dindmicas internas de esta especie a lo largo de su
distribucion geogréfica. Esta variabilidad morfoldgica puede estar reflejando diferencias
genéticas subyacentes que ain no han sido completamente exploradas. En este sentido,
resulta crucial implementar analisis filogeograficos, los cuales no solo permitiran dilucidar
la estructura genética presente dentro de la plasticidad, sino también profundizar en el
conocimiento de su diversidad genética y de los procesos historicos que han dado forma a

sus poblaciones y a su patrén de distribucion.
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Un estudio filogeografico tiene el potencial de revelar novedades taxondmicas y ecoldgicas
al identificar variantes genéticas que podrian estas asociadas a adaptaciones locales o barreras
de conectividad entre poblaciones. (Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez, 2009).
Ademaés, cada uno de los aportes a la ficologia promueve nuevas areas de investigacion y
propicia el enriquecimiento de la diversidad, generando oportunidades de salvaguardar

nuestros recursos ficolégicos.

5. PREGUNTAS DE INVESTIGACION.

e Las poblaciones de Gracilaria flabelliformis constituyen unidades genéticamente
homogéneas, o existe diferenciacion genética significativa y estructura poblacional?

e Si hay diferenciacion genética ¢El aislamiento geografico entre las poblaciones de
Gracilaria flabelliformis ha disminuido el flujo genético generando una diversidad y
estructura genética?

e Existe flujo génico entre las poblaciones de Gracilaria flabelliformis presentes en la
costa del Golfo de México y el Caribe mexicano?

e ;Se presenta variacion genética entre las poblaciones de ambas regiones? Si existe esta
variacion genética en ambas regiones ¢hay diferencias morfoldgicas asociada?

e ;Cuéntos haplotipos de la especie Gracilaria flabelliformis se generan, y cudl sera su
patrén biogeografico?

e ;Existen procesos de especiacion al interior de las poblaciones de Gracilaria

flabelliformis en el Atlantico mexicano?
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6. HIPOTESIS

Si la variabilidad morfologia observada en Gracilaria flabelliformis es producto de la
plasticidad fenotipica como respuesta a un ambiente dindmico y cambiante, entonces no
habra estructura ni diferenciacion genética significativa al interior de las poblaciones del

Golfo de México y Caribe mexicano.

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

- Determinar la variacion genética de las poblaciones de Gracilaria flabelliformis en

las costas del Golfo de México y Caribe mexicano.
7.2  Objetivos especificos

- Obtener secuencias nucleotidicas de los genes rbcL y COI-5P vy, de las regiones
espaciadoras de la RuBisCo y cox2-3.

- Obtener redes haplotipicas, mediante parsimonia estadistica, a partir de las regiones
espaciadoras de la RuBisCo y cox2-3 de individuos de las localidades muestreadas.

- Describir la estructura genética al interior de las poblaciones de Gracilaria
flabelliformis.

- Obtener medidas de la diversidad genética haplotipicas y nucleotidicas para las
poblaciones de Gracilaria flabelliformis.

- Describir la distribucion de la estructura genética al interior de las poblaciones de

Gracilaria flabelliformis.
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- Evaluar las relaciones genealogicas, 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 geografica actual de la especie en
México.

- Examinar la estructura jerarquica de las poblaciones a partir de la construccion de
arboles filogenéticos utilizando secuencias de los genes rbcL y COI-5P.

- Describir a detalle la morfologia de Gracilaria flabelliformis.

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

- Determinar si existe alguna relacion entre la distancia genética y la distancia
geogréfica.

- Determinar a que corresponde la variacion genética, si es que la hay, en las
poblaciones de Gracilaria flabelliformis.

- Describir la variacién morfoldgica asociada a la variacion genética en las poblaciones
de Gracilaria flabelliformis.

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

caso, discutir de cual se trata.

8. MATERIAL Y METODO

8.1 Caracteristicas generales del Area de estudio

El océano Atlantico, es el segundo mas extenso del planeta, abarca aproximadamente el 20%
de la superficie terrestre y se extiende longitudinalmente desde la region del Artico en el

hemisferio norte hasta las aguas de la Antartida en el sur, delimitado al oeste por los
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continentes americanos y al este por Europa y Africa (Fuglister, 1960). Entre sus
caracteristicas mas relevantes se encuentra la compleja red de corrientes oceanicas que lo
atraviesan, asi como la elevada diversidad biolégica que se presenta en sus numerosos

ecosistemas costeros y marinos (Tomczak y Godfrey, 2003).

Particularmente en la regién del Atlantico Tropical, se encuentra el Atlantico mexicano, el
cual se conforma por dos grandes regiones: el Golfo de México y el Mar Caribe (Pedroche y
Senties, 2003). Diversas regionalizaciones oceanogréficas han sido propuestas con el fin de
identificar subregiones especificas dentro del Atlantico mexicano, basandose en
caracteristicas como la dinamica de corrientes, los gradientes de temperatura y salinidad,
entre otros factores. Una de estas clasificaciones que se ha descrito para el océano Atlantico
y Pacifico mexicano, es la propuesta por Lara-Lara et al. (2008), basada en provincias
marinas (Fig. 2). Especificamente para el Atlantico mexicano, esta clasificacion subdivide el
area en tres zonas: el suroeste del Golfo de México (1V), el Banco de Campeche (V) y el
Caribe mexicano (VI). Esta clasificacion refleja no solo las diferencias oceanogréficas entre
estas areas, sino también las particularidades ecoldgicas y bioldgicas que las distingue: el
suroeste del Golfo de México (IV) se caracteriza por una fuerte influencia de los rios que
desembocan en esta region, el Banco de Campeche (V) destaca por sus plataformas someras
y la presencia de estructuras arrecifales, mientras que el Caribe mexicano (VI) presenta

ademas de estructuras arrecifales, una mayor estabilidad térmica (Lara-Lara et al., 2008).
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Figura 2. Provincias marinas (Lara-Lara et al., 2008).

Otra clasificacion, descrita por Wyrtki (1967) y De la Lanza Espino (1991), es la

regionalizacion de la zona econdmica exclusiva de México, la cual se divide en cinco areas

principales (Fig. 3): Pacifico Norte (PN), frente a los costas noroestes de México, desde la

frontera con Estados Unidos hasta el sur de la Peninsula de Baja California; Golfo de

California (GC), ubicado entre la Peninsula de Baja California y los estados de Sonora y

Sinaloa;

Pacifico Tropical (PT), desde el sur de la Peninsula de Baja California hasta

Chiapas; Golfo de México (GM), el cual abarca la costa oriental de México, desde

Tamaulipas hasta la Peninsula de Yucatan; y Caribe mexicano (CM), al sureste de México,

abarca el estado de Quintana Roo.
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Figura 3. Regiones oceanograficas de la zona econémica exclusiva de México. PN: Pacifico norte, GC: Golfo
de California, PT: Pacifico Tropical, GM: Golfo de México, CM: Caribe mexicano. (Wyrtki, 1967; De la Lanza
Espino, 1991).

Una regionalizacion mayormente empleada es la clasificacion del Atlantico mexicano en dos
grandes unidades biogeogréaficas: el Golfo de México, conformado por Tamaulipas,
Veracruz, Tabasco y Campeche; y el Caribe mexicano integrado por Yucatan y Quintana
Roo (Spalding et al., 2007). Esta clasificacion fue la empleada para la presente tesis. Ambas
regiones presentan caracteristicas oceanograficas y climaticas distintas (De la Lanza Espino,
1991). El Golfo de México caracterizado por ser un sistema marino semicerrado, que recibe
importantes descargas de agua dulce de los principales rios de México, lo que influye en sus
caracteristicas fisico-quimicas y en la dindmica de nutrientes. En contraste, el Mar Caribe es
mas célido y salino, con una mayor influencia de corrientes marinas, como la corriente del
Caribe. El clima en general de estas dos regiones es principalmente tropical, caracterizado
por temperaturas calidas durante todo el afio y una temporada de lluvias (Ortiz-Pérez y De la

Lanza Espino, 2006).

57



8.1.1 Oceanografia

La Corriente del Caribe es una de las principales fuerzas que modelan la dinamica oceénica
del Caribe mexicano. Esta corriente, forma parte de un sistema mayor de corrientes conocido
como Corriente del Atlantico Ecuatorial (Johns et al., 2002; Muller-Kranger et al., 2015;
PalaciosPalacios-Hernandez et al., 2017). La Corriente del Caribe es una extension del flujo
de aguas calidad del Atlantico Ecuatorial, que inicialmente fluye hacia el oeste a través de
las Antillas menores, y al entrar en el Mar Caribe, sigue una trayectoria que recorre la costa
norte de América del Sur y América Central, siendo una direccion hacia el noroeste (Johns
et al., 2002). El volumen de agua que transporta esta corriente es significativo, siento vector

crucial para la transferencia de calor y salinidad (Schmitz y McCartney, 1993).

Cuando la Corriente del Caribe llega a la regién del Caribe mexicano, al sureste de la
Peninsula de Yucatan, se encuentra con el Estrecho de Yucatan, una zona de transicion clave
gue conecta el Mar Caribe con el Golfo de México. En esta region, la corriente se acelera
debido a la reduccion del ancho del pasaje, generando una bifurcacién de la corriente, una
parte entra al Golfo de México, donde forma la Corriente del Lazo, mientras que otra parte
continua su trayecto como la Corriente del Golfo (Sheinbaum et al., 2002; Badan et al., 2005;

Oey et al., 2005; Palacios-Hernandez et al., 2017).

La interaccion de la Corriente del Caribe con la topografia submarina del estrecho de Yucatan
y la plataforma de Yucatan, genera complejas dinamicas oceanograficas en la regién. La
topografia del fondo marino, caracterizada por pendientes abruptas y canales profundos,
influye directamente en la circulacion de las corrientes, promoviendo la formaciéon de

remolinos ciclénicos y anticiclonicos (Bello-Fuentes et al., 2021).
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En lo que respecta a las caracteristicas oceanograficas al interior del Golfo de México, esta
region presenta una dindmica compleja influenciada por diversos factores, como la
interaccion de corrientes oceénicas, el aporte de aguas continentales y surgencias marinas.
Uno de los elementos clave de esta dindmica es la Corriente del Lazo, una extension de la
Corriente del Caribe, al ingresar al Golfo de México a través del Estrecho de Yucatén, la
Corriente del Lazo produce un giro anticiclonico (Zavala-Hidalgo et al., 2014; Meunier et
al., 2018). Este giro domina gran parte de la circulacion del Golfo y esta influenciado tanto
por la topografia submarina como por los vientos dominantes en la regién (Martinez-Lopez

y Parés-Sierra, 1998).

A medida que la Corriente del Lazo avanza, la interaccion con los remolinos del Caribe y las
diferencias en las profundades del océano, influyen en el desprendimiento de remolinos
anticiclonicos que se desplazan hacia el interior del Golfo de México con direccion al oeste
impactando en el litoral norte de Veracruz. En esta region, se forman dos nuevos giros: uno
hacia el norte, con direccidn al estrecho de Florida, formando parte de la Corriente del Golfo,
que finalmente se dirige hacia el Atlantico Norte, mientras que el otro flujo presenta una
direccion hacia Campeche (Murphy et al., 1999; Sheinbaum et al., 2002; Oey et al., 2005;
Alvera-Azcérate et al., 2009; Athie et al., 2011; Diaz-Flores et al., 2017; Vilchis et al., 2018;

Androulidakis et al., 2021).

La vientos que se presentan al interior del Golfo de México, en conjunto con la forma concava
de esta regidn, generan un patron de corrientes estacionales, en algunas areas, estas corrientes
se desplazan con un flujo ciclénico, es decir en sentido antihorario en el hemisferio norte,
mientras que otras se presenta un flujo anticiclonico (Zavala-Hidalgo et al., 2003). Durante

los meses de otofio e invierno, las corrientes a lo largo de las costas de Tamaulipas y Veracruz
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tienden a desplazarse hacia el sur, siguiendo un patron ciclonico, mientras que, en Campeche
y Yucatan, van predominantemente en sentido anticiclénico (Aguirre, 2002). Durante el
verano, los vientos que soplan sobre la plataforma de Tamaulipas y Veracruz adquieren una
componente hacia el norte, lo que provoca que las corrientes en esa region también se dirijan

mayormente en esa direccion (Cao-Romero, 2002).

8.1.2 Geologia

El Golfo de México es una cuenca semicerrada, cuya formacion y geologia estan
profundamente ligadas a procesos tectonicos que datan del Mesozoico. Su origen se remonta
a la separacion de los continentes durante la fragmentacion del supercontinente Pangea,
cuando la apertura del Atlantico Norte y el movimiento de las placas tecténicos dieron lugar
a la ceracion de esta cuenca marina hace aproximadamente 200 millones de afios (Salvador,
1991). La estructura geoldgica del Golfo de México estd dominada por tres grandes
provincias: la plataforma continental, la cuenca profunda y los arcos y fallas. La plataforma
continental es particularmente amplia en la region norte, frente a las costas de Estados
Unidos, mientras que, frente a las costas mexicanas, es mas estrecha especialmente donde se

encuentra el Talud de Campeche (Garcia-Reyes y Dyment, 2021).

Las estructuras tectdnicas que rodean el Golfo de México, como el Arco de la Florida y la
Peninsula de Yucatan, han jugado un papel clave en la evolucion geoldgica de la region.
Estas estructuras estan relacionadas con la actividad tectonica pasada y forman los limites
geoldgicos de la cuenca, mientras que el Cinturon plegado de la Sierra Madre Oriental y las
Plataformas de Yucatan y Campeche marcan los limites continentales del Golfo de México

(Sawyer et al., 1991).
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Particularmente el Bloque de la Peninsula de Yucatan, cuyo origen es pangeico continental,
se separO del Blogue Lousiana-Texas al momento de la apertura del Golfo de México, su
posicion actual tiene aproximadamente 130 millones de afios (Willis y McElwain, 2002;
Padilla y Sanchez, 2007). Aun sumergida del margen noroccidental del golfo en el Jurasico
medio hace 180 millones de afios, se desplaz6 con un giro contrario a las manecillas del reloj

(Fig. 4), hasta suposicién actual donde mas reciente emergido (Vilchis et al., 2018).
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Figura 4. Desplazamiento del bloque de la Peninsula de Yucatan a través del tiempo (Vilchis et al., 2018).
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Otro evento geoldgico importante que impacto en la region del Golfo de México y Caribe
mexicano, fue el cierre del Istmo de Panama4, que ocurrié aproximadamente hace 3 millones
de afios. Durante el Cretacico Medio, hace 80 millones de afios, comenzé la formacion del
Istmo de Tehuantepec, todavia en el Mioceno Temprano (hace 20 ma), habia una brecha entre
los continentes de América del Norte y América del Sur, permitiendo la conexiéon entre el
océano Atlantico y Pacifico, que fluian con direccion Pacifico-Atlantico (Coates y Stallar,

2013). Con el tiempo y el movimiento de las placas tectonicas, se comenzaron a cerrar las

61



brechas, dando paso a la completa formacion del istmo, que conecto América del Sur con
América del Norte. Este evento geoldgico, tuvo impacto significativo en la circulacion
oceanica global, ya que altero radicalmente las corrientes en el océano Atlantico, obligando
a estas a redirigir su flujo hacia el norte. Esta reorientacion resulto en la formacion de la

Corriente del Golfo (Cowman y Bellwood, 2013).

8.2 Metodologia de campo

El trabajo de campo se realiz6 en 10 localidades distribuidas entre el estado de Veracruz,

Campeche (Golfo de México), Yucatan y Quintana Roo (Caribe mexicano) (Fig. 5).
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Figura 5. Mapa de las localidades muestreadas en el Golfo de México y el Caribe mexicano. Los circulos de
color naranja indican la ubicacidn geogréfica de los sitios de colecta y los nimeros corresponden a cada
localidad: 1. Morro de la Mancha, Veracruz; 2. Playa Mocambo-Costa de Oro, Veracruz; 3. Puerto Real,
Campeche: 4. Sabancuy, Campeche; 5. Bahia Tortugas, Campeche; 6. Sisal, Yucatéan; 7. Progreso, Yucatan; 8.

Playa Paraiso, Quintana Roo; 9. Playa Xcalacoco Quintana Roo; 10. Playa Mirador, Tulum Quintana Roo.
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Los muestreos se realizaron en la zona intermareal y submareal donde se colectaron

individuos de Gracilaria flabelliformis que estuvieran dentro del espectro morfoldgico

descrito por Gurgel et al. (2004a). Se colectaron individuos fijos a sustratos desprendiéndolos

desde la base y también se colectaron individuos de arribazén que estuvieran frescos,

pigmentados y con talos completos. Cada localidad fue tratada como una poblacion y, en

cada una se colecto un minimo de 10 individuos (Tabla 2).

Tabla 2. Listado de localidades muestreadas en los estados del Golfo de México y Caribe mexicano. Para

cada localidad se incluye la georreferencia, fecha de colecta y el nimero de individuos muestreados por

poblacidn.
Fecha Numero de
Localidades de individuos por
Regién Estado muestreadas  Georreferencias colecta localidad
Morro de la 19°3540" N
Mancha (MM) 96° 22°41" W sep-22 25
Playa Mocambo-
Veracruz Costa de Oro 19° 8' 54" N
(PM) 96° 5' 39" W sep-22 40
Golfo de 18°46'42" N
México Puerto Real (PR) 91°31'49" W sep-23 5
18°59'26" N
Sabancuy (SA)  91°11'29"W sep-23 13
Campeche Bahia Tortugas  19°6'31" N
(BT) 91°0'45" W sep-23 23
21°17' 15" N
Progreso (PY) 89°40' 2" W sep-23 0
21°10'1"N
Yucatan  Sisal (SI) 90°1'58" W sep-23 0
. Playa Paraiso 20°45'31" N
Caribe o 71 Han
mexicano (PP) 86° 57' 26" W ene-24 16
Playa Xcalacoco 20°39'45" N
Quintana (PX) 87°1'55" W ene-24 14
Roo Playa Mirador, 20°10'17" N
Tulum (TU) 87° 26' 53" W ene-24 15
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Posterior al muestreo en campo, de cada uno de los individuos colectados se corté un
fragmento de aproximadamente 2 cm de los &pices de las ramas, el cual se limpié y preservo
en silica gel para su secado y posterior analisis molecular. El resto del talo también se limpi6
de epifitas, arena y otro material biol6gico adherido, posteriormente fue prensado, montado
en hoja de herbario y fotografiado. Estos ejemplares fueron integrados a la coleccion de algas
del Herbario Metropolitano UAMIZ México (Thiers, 2022), el nimero de herbario se asigno
por poblacion. En el Apéndice 1 se muestra un resumen de los individuos empleados en este

trabajo, con su clave de campo, cdodigo de voucher y localidad a la que pertenece.

8.3 Analisis molecular

8.3.1 Extraccion de ADN

A partir de ~10 mg de tejido seco, se realizo la extraccion de ADN empleando el Kit DNeasy
Plant Mini Kit (Quiagen, Valencia, CA, USA), con modificaciones menores a la técnica del
fabricante. Se asignaron claves para la extraccion de cada individuo (Apéndice 1), el

microtubo de 2 mL resultante con un volumen conocido ADN gendmico se almaceno a -4°C.

8.3.2 Amplificacion via PCR

La amplificacion se llevé a cabo utilizando cuatro marcadores especificos: para cloroplasto
se amplifico la region espaciadora RuBisCo y la subunidad larga rbcL; de la mitocondria se

amplifico la region espaciadora cox2-3 y COI-5P (Apéndice 1).

Las condiciones de amplificacion via PCR (Polymerase Chain Reaction, por sus siglas en
ingles) para cada uno de los marcadores utilizados se establecioé segun las modificaciones

establecidas por Nufiez Resendiz et al. (2015). Para la regién RuBisCo se emplearon los
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oligonucleotidos Spacer F y Spacer R (Maggs et al., 1992); para rbcL se amplifico con los
oligonucleotidos, F8 (Shimada et al., 1999) y R1381 (Freshwater y Rueness, 1994); en cuanto
a cox2-3 'y COI-5P, se utilizaron los oligonucleétidos cox2-for y cox3-rev (Zuccarello et al.,
1999) y GazF1 y GazR1 (Saunders, 2005) respectivamente (Tabla 3). La amplificacion de
cada uno de los cuatro marcadores se realizd6 mediante el Tag PCR Core Kit (Qiagen), el
volumen total de PCR por muestra fue de 25 pl. La verificacion de la amplificacion via PCR
se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa.

Tabla 3. Marcadores moleculares y secuencia de los oligonucleétidos empleados en el presente trabajo con su

respectiva referencia bibliogréfica.

Marcador
molecular Oligonucleétido Secuencia Referencia
Espaciadora Spacer F TGTGGACCTCTACAAACAGC Maggs et al.,
de RuBisCo Spacer R GTAAACCCCATAGTTCCCAAT 1992
Shimada et al.,
F8 GGTGTAATTCCATACGCTAAAATG 1999
Freshwater y
rbcL R1381 ATCTTTCCATAGATCTAAAGC Rueness, 1994
cox2-for GTACCWTCTTTDRGRRKDAAATGTGATGC  Zuccarello et
cox2-3  cox3-rev GGATCTACWAGATGRAAWGGATGTC al., 1999
GazF1l TCAACAAATCATAAAGATATTGG
COI-5P  GazR1 ACTTCTGGATGTCCAAAAAAYCA Sounder, 2005

Los region espaciadora cox2-3 y el gen COI-5P tuvieron un bajo éxito de amplificado, por lo
que se realizaron diferentes tratamientos de amplificado modificando los volimenes de los
elementos que integran la mezcla maestra del Tag PCR Core Kit (Qiagen), asi como las
condiciones de amplificado, sin embargo, el éxito conseguido fue del 20%, por lo que se
considerd continuar Unicamente con la region espaciadora de RuBisCo y el gen rbcL que

tuvieron un éxito de amplificado del 100%.
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8.3.3 Purificacién y secuenciacion

Los productos de PCR fueron purificados con el kit QlAquick Purification de Qiagen
(Qiagen, Valencia, CA, USA) siguiendo la técnica del fabricante, posteriormente se verifico
la purificacion mediante electroforesis en gel de agarosa. Los productos purificados fueron
enviados al Laboratorio de Secuenciacion Gendmica del Instituto de Biologia de la

Universidad Nacional Auténoma de México.
8.4 Analisis de datos

Las secuencias obtenidas se limpiaron, editaron y alinearon utilizando el programa Bioedit
(Hall, 1999) y Seaview v.5.0.5 (Gouy et al., 2010), a partir de estos softwares se generaron
matrices de datos para cada marcador y se realizaron analisis por set de datos de acuerdo con
la finalidad de cada marcador, las regiones espaciadoras se emplearon para los analisis

intraespecifico, mientras que el gen rbcL y COI-5P para los analisis interespecifico.

8.4.1 Analisis intraespecifico de secuencias de ADN

8.4.1.1 Variacion y diversidad genética

A partir de una matriz genética en formato FASTA (.fas) de la region espaciadora de
RuBisCo, se calcularon los parametros de variacion y diversidad genética para cada
poblacién y para el conjunto total de datos poblacionales, utilizando el programa DNASP
v.6.12.01 (Rozas et al., 2017). Los medidas calculadas fueron: nimero de sitios segregantes

(S), numero de haplotipos (H), diversidad haplotipica (Hd) y diversidad nucleotidica (7).
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8.4.1.2 Andlisis de haplotipos

A partir de una matriz genética en formato NEXUS (.nex) obtenida en DNASP v.6.12.01
(Rozas et al., 2017), se construyeron redes de parsimonia estadistica mediante el programa
Pop Artv.4.8.4 (Leigh y Bryant, 2015), para la evaluacién de las relaciones y distribucién de
haplotipos, asi como la determinacion de la existencia de una estructura genética de las

poblaciones.
8.4.1.3 Estructuray diferenciacion genética

El flujo génico se obtuvo a partir de las tasas de migracion entre poblaciones (Nm), obtenidas
bajo diferentes modelos, asi mismo se calcul6 el indice de fijacion (Fst) por medio de una
matriz en formato FASTA (.fas) analizada en el programa DNASP v.6.12.01 (Rozas et al.,

2017).

A partir de la matriz en formato FASTA (.fas) del conjunto total de datos poblacionales y
empleando el software GenAlEXx v.6.5 (Peakall y Smouse, 2005, 2012), se calculd la
diferenciacion genética poblacional por pares (®pt) y se llevo a cabo el analisis de varianza
molecular (AMOVA, por sus siglas en inglés) entre y dentro las poblaciones y las regiones
geograficas (Golfo de México y Caribe mexicano). La significancia de estos analisis se
determind basandose en 999 permutaciones. Las regiones fueron definidas de acuerdo con la
regionalizacion establecida (GM: Veracruz y Campeche; CM: Quintana Roo) (Spalding et

al., 2007).

Para la caracterizacion de los patrones de distribucidn espacial de la variancia genética y la
deteccidn de barreras genéticas, a partir de una matriz genética con formato ARP (.arp)

(Apéndice 2) y una matriz de distancias geograficas en formato GEO (.geo) (Apéndice 3), se
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aplicd un andlisis espacial de la varianza molecular (SAMOVA, por sus siglas en inglés) con
el programa SAMOVA v.1.0 (Dupanloup et al., 2002), utilizando 1000 pasos de anidamiento
simulado, y predefiniendo una corrida inicial con 2 a 5 grupos, para definir el agrupamiento

adecuado para las poblaciones de acuerdo con los valores obtenidos en el analisis.

8.4.1.4 Pruebas de neutralidad e historia demogréfica

Para examinar la demografia historica, se realiz6 el analisis de distribucion de desajuste
“Distribucion Mismatch” (Rogers y Harpending, 1992) a partir de una matriz genética en
formato FASTA (.fas). Este analisis incluyo un bootstrap de 1000 réplicas para comprobar
el ajuste de las distribucidn observada con la distribucién esperada. Ademas, se obtuvieron
pardmetros de neutralidad y eventos demograficos mediante el célculo los indices D de
Tajima (Tajima, 1989) y Fs de Fu (Fu, 1997), también con un grado de significancia de 1000
réplicas. Estos indices, basados en la diversidad haplotipica, permiten evaluar los eventos de
expansion poblacional, cuellos de botella o eventos de seleccion (Nufiez Resendiz et al.,
2015), estos analisis se realizaron mediante el programa DNASP v.6.12.01 (Rozas et al.,

2017).

8.4.1.5 Prueba de Mantel

Se aplic6 una prueba de Mantel en el programa GenAlEx v.6.503 (Peakll y Smouse, 2012),
en cual se baso en el analisis comparativo de dos matrices: la matriz de los estimados
pareados de ®pt obtenidos en el apartado de estructura y diferenciacion genética; y la matriz
de distancias genéticas en formato GEO (.geo) (Apéndice 4), la cual se configuro mediante
un analisis pareado de distancias geograficas dentro de GenAlEx v.6.503 (Peakll y Smouse,

2012) a partir de las coordenadas de GPS de las localidades muestreadas (Tabla 2;
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excluyendo Yucatan). Para evaluar la significancia estadistica, se eligieron 999
permutaciones y se obtuvo el valor del coeficiente de correlacion de Pearson, denominado

en la prueba como correlacion de Mantel (rm) (Diniz-Filho et al., 2013).

8.4.2 Analisis interespecifico de secuencias de ADN

8.4.2.1 Andlisis filogenético

Las secuencias obtenidos a partir del gen rbcL fueron comparadas con secuencias publicadas
en GenBank mediante un andlisis BLAST en NCBI (National Center for Biotechnology
Information) para determinar la correspondencia genética. Una vez ensambladas y editadas
las secuencias de rbcL, se hizo un alineamiento en BioEdit v. 7.0.5 (Hall, 1999) con
secuencias del GenBank de otras especies del género Gracilaria (Apéndice 5) y como grupo

externo dos especies del género Gracilariopsis.

Los analisis filogenéticos se efectuaron mediante inferencia bayesiana (IB) empleando el
programa Mr Bayers 3.2.2 (Ronquist et al., 2012). Con base en la prueba de razon de maxina
verosimilitud implementada en el software TOPALI v.2 (Milne et al., 2009), se seleccion6
mejor modelo de evolucion de secuencias para el conjunto de datos. EI modelo seleccionado
para el conjunto de datos fue GTR+G (General Time Reversible + Gama Distribution). Se
emplearon cuatro cadenas de Markov Monte Carlo, comenzando con un arbol aleatorio y
muestreando los datos cada 1000 iteraciones para 1 x 106 generaciones, descartando el

primer 25% de los arboles (calentamiento de las cadenas).
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8.4.2.2 Distancias genéticas

Se estimaron distancias genéticas corregidas y no corregidas (p-distances) a partir de una
matriz modificada con las secuencias de los haplotipos resultantes de la espaciadora de
RuBisCo y una matriz del gen rbcL, usando el programa MEGA X (Kumar et al., 2018), con

1000 replicas de bootstrap.

8.5 Anélisis morfologico

Se realizaron observaciones detalladas de la morfologia externa de todos los ejemplares de
Gracilaria flabelliformis colectados, analizando las secciones basal, media y apical. Se
evaluaron caracteristicas como forma del apice, el tipo de terminacion del apice, numero de
ramificaciones, el grosor del talo y la longitud. Una vez identificadas las diferencias de entre

los individuos de cada poblacion, los ejemplares se clasificaron en diferentes morfotipos.

9. RESULTADOS

9.1 Andlisis intraespecifico

Los resultados asociados a la variacion genética de las poblaciones de Gracilaria
flabelliformis que se obtuvieron a partir de la regién espaciadora de la RuBisCo revelo lo

siguiente.
9.1.1 Variacion geneética

El conjunto de datos analizados de las ocho poblaciones de Gracilaria flabelliformis
consistio en 124 secuencias con 266 pb (pares de bases) de longitud, de las cuales siete sitios

fueron informativos (Tabla 4), lo que representa el 2.6% de variacion para ese gen en las
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poblaciones estudiadas. A partir de los siete sitios variables se definieron 10 haplotipos (R1-
R10) para el conjunto de datos de la espaciadora de RuBisCo. Las 124 secuencias fueron

publicadas en el GenBank (Apéndice 6).

Tabla 4. Proporcion de sitios variables en secuencias de ADN de Gracilaria flabelliformis para haplotipos de

la regidn espaciadora de la RuBisCo. El punto indica misma base respecto de la secuencia del haplotipo R1.

Sitios variables en las secuencias de ADN

Haplotipos —g-——g, 172 178 188 101 232
R1 A T G C A G C
R2 . G T T G

R3 T G T T G .

R4 . G T T C

R5 T . . . . . .
R6 . . . . . . T
R7 T . . . . T
RS . . T . G

R9 . . T T G

R10 G

9.1.2 Medidas de diversidad genética

Para el conjunto de datos de Gracilaria flabelliformis con la region espaciadora de la
RuBisCo se encontraron 10 haplotipos, siete sitios parsimoniosamente informativos con siete
mutaciones y 259 sitios invariables. Los estimados de diversidad general al interior de G.
flabelliformis revelaron una diversidad haplotipica (Hd) de 0.5266 y nucleotidica (7) de
0.00659. La mayor diversidad genética fue encontrada en el Morro de 1a Mancha (Hd= 0.682
y 7= 0.00313), seguido por Playa Mocambo-Costa de Oro (Hd= 0.583 y 7= 0.00599). Para
las poblaciones de Campeche, en Puerto Real y Sabancuy la diversidad nucleotidica y
haplotipica calculada fue de cero, no hubo variacidon genética, unicamente en Bahia Tortugas
se obtuvieron valores de diversidad (Hd = 0.166 y = = 0.0025). En Quintana Roo, las tres

poblaciones estudiadas tampoco mostraron variacion genética, sus valores de diversidad
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calculados fueron nulos. El nimero de haplotipos y sitios segregantes por poblacion se

muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Medidas de diversidad genética para las poblaciones de Gracilaria flabelliformis basadas en
secuencias de la regién espaciadora de la RuBisCo. N: tamafio de la poblacion. H: nimero de haplotipos. S:
numero de sitios segregantes. Hd: diversidad haplotipica. z: diversidad nucleotidica.

Poblacion N H S Hd T
Morro de la Mancha
(MM) 12 4 2 0.682 0.00313
Playa Mocambo-
Costa de Oro (PM) 40 7 6 0.583 0.00599
Puerto Real (PR) 3 1 0 0 0
Sabancuy (SA) 10 1 0 0 0
Bahia Tortugas (BT) 23 2 4 0.166 0.0025
Playa Paraiso (PP) 13 1 0 0 0
Playa Xcalacoco
(PX) 12 1 0 0 0
Playa Mirador,
Tulum (TU) 1 1 0 0 0
Total 124 18 12 1.431 0.01162
General 0.5266 0.00659

9.1.3 Analisis de haplotipos

La red de parsimonia estadistica revelo la presencia de 10 haplotipos (R1-R10)
interconectados en un Unico haplogrupo (Fig. 6), separado cada uno por un paso mutacional,
excepto entre en haplotipo R2 y R4 en donde se presentaron dos pasos mutacionales. El
haplotipo dominante R1, se infirié como el posible haplotipo ancestral tanto por su frecuencia
en las poblaciones (81 individuos de los 124 secuenciados), como por el nimero de
conexiones con el resto de los haplotipos, el segundo haplotipo con mayor numero de

secuencias agrupadas fue el haplotipo R2 (27/124 individuos).
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(n=1)

Figura 6. Red de parsimonia estadistica de Gracilaria flabelliformis. Las barras cruzadas representan el nimero
de pasos mutacionales entre dos haplotipos. Las lineas representan conexiones parsimoniosas entre haplotipos

con una probabilidad superior al 95%. n= nimero de secuencias que pertenecen a cada haplotipo.

Al interior de la red, el haplotipo R1 se separé de R2 por cuatro pasos mutacionales, con
cambios de T-G, G-T, C-T y A-G en las posiciones 94, 172, 178 y 188 respectivamente.
Estos cambios pertenecen a los haplotipos intermedios que se formaron entre el haplotipo R1
y R2, que son: R10 con un cambio en la posicion 188, R8 con cambios en las posiciones 172
y 188, y R9 con cambios en la posiciones 172, 178 y 188. Por otro lado, el haplotipo R2 se
separ0 de R3 y R4 por uno y dos pasos mutacional respectivamente: de R3 con un cambio
de A-T en la posicion 66, y de R4 con un cambio de G-A en la posicion 188 y de G-C en la
posicion 191. Finalmente, los haplotipos R5, R6 y R7 los cuales se formaron a partir del

haplotipo R1, presentaron una separacion de un paso mutacional entre R1y R5 por un cambio
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de A-T en la posicién 66 y entre R1y R6 un cambio en la posicion 232 de C-T. El haplotipo
R7 se form¢ a partir de R5 y R6, y se encuentra separado de R1 por dos pasos mutacionales,
correspondientes a los cambios en las posiciones 66 y 232 (Tabla 4). Los haplotipos R4, R5,
R7, R8 y R10 fueron unicos, presentes solo en un individuo, el resto fueron compartidos por

mas de un individuo.
9.1.4 Distribucién haplotipica

De acuerdo con el andlisis de la region espaciadora de la RuBisCo se encontraron 10

haplotipos distribuidos en las ocho localidades estudiadas (Fig. 7).

El haplotipo ancestral R1 mostro una amplia distribucién con su presencia en las ocho
localidades muestreadas, particularmente en cinco de estas fue el Unico haplotipo hallado:
Puerto Real y Sabancuy en Campeche; Playa Paraiso, Playa Xcalacoco y Playa Mirador
(Tulum) en Quintana Roo. Caso contrario del haplotipo R2, aunque fue el segundo haplotipo
que presento el mayor numero del total de individuos (27), Gnicamente se encontrd en dos
localidades: en Playa Mocambo-Costa de Oro en Veracruz y en Bahia Tortugas en

Campeche.

La mayor diversidad haplotipica se encontré en Veracruz, donde estuvieron presentes los 10
haplotipos identificados. Particularmente, ocho de estos haplotipos se encontraron
restringidos a este estado, sin registro de su presencia en las poblaciones de Campeche y
Quintana Roo. A su vez, estos ocho haplotipos al interior de las dos poblaciones de Veracruz
se presentaron como haplotipos exclusivos para cada una, ya que no se comparten ente ellas,

unicamente el haplotipo ancestral R1, que es compartido por todas las poblaciones. Los
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haplotipos exclusivos de Playa Mocambo-Costa de Oro fueron R3, R4, R8, R9 y R10,

mientras que en el Morro de la Mancha los haplotipos R5, R6 y R7.

En el Morro de la Mancha el haplotipo R6 fue el mas abundante, presente en seis de los 12
individuos que pertenecen a esa poblacidn, lo que corresponde a una frecuencia del 50% para
este haplotipo en esa localidad. En cambio, los haplotipos R5 y R7 presentaron una
frecuencia del 8.5%, ya que solo estuvieron presentes en un individuo cada uno, el resto de
los individuos (4) presentaron el haplotipo R1. Por otro lado, en Playa Mocambo-Costa de
Oro el haplotipo R2 fue el dominante con una frecuencia del 62.5%, presente en 25 de los 40
individuos estudiados en esa localidad, seguido por R1 con una frecuencia del 17.5%. Los
demas haplotipos mostraron frecuencias por debajo del 8% en esa poblacion, R3 y R9 se
presentaron en dos (5%) y tres (7.5%) individuos respectivamente, mientras que R4, R8 y
R10 Gnicamente se presentaron en un individuo cada uno, la frecuencia para estos haplotipos

fue del 2.5% (Apeéndice 6).

Para las poblaciones de Campeche y Quintana Roo, la diversidad haplotipica fue
practicamente nula, con solo un haplotipo presente (R1), a excepcion de Bahia Tortugas
donde también se presentd el haplotipo R2, aunque solo en dos de los 23 individuos estudios.
En contraste con la heterogeneidad haplotipica que se observo en Veracruz, las poblaciones

de Campeche y Quintana Roo exhibieron una marcada monotonia haplotipica.
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Figura 7. Distribucion geografica de los haplotipos de Gracilaria flabelliformis. El color del grafico circular
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en el mapa corresponde al utilizado en la red haplotipica. MM: Morro de la Mancha; PM: Playa Mocambo-
Costa de Oro; PR: Puerto Real; SA: Sabancuy; BT: Bahia Tortugas; PP: Playa Paraiso; PX: Playa Xcalacoco;

TU: Playa Mirador, Tulum.

9.1.5 Medidas de diferenciacion y estructura

9.15.1 Flujo genético

A partir de la informacién proporcionada de los datos haplotipos y mediante el modelo de
Nei (1973), se obtuvo una tasa de migrantes calculada de Nm= 0.59 con un valor de Gst=
0.45838. Las tasas de migracion calculadas a partir de datos de secuencias nucleotidicas
fueron: con base en el modelo de Nei (1982), Nm= 0.33 con una DeltaSt= 0.00393 y

GammaSt= 0.605163; con base en el modelo de Lynch y Crease (1990, con la correccién de
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Jukes y Cantor) el valor obtenido fue Nm= 0.29 con un valor de Nst= 0.63007; y, con base

en el modelo de Hudson, Slatkin y Maddison (1992), Nm= 0.29 con una Fst= 0.62945.

9.1.5.2 Andlisis de varianza molecular (AMOVA)

La evaluacion de la estructura jerarquica de varianza para el conjunto de datos de la region
espaciadora de la RuBisCo en las poblaciones de Gracilaria flabelliformis, obtenida
mediante el analisis de varianza molecular (AMOVA), arrojo valores de diferenciacion
genética de moderados a altos basados en los estadisticos de Phi (@), con un valor bajo de
flujo genético (Nm= 0.337). EI AMOVA revel6 una diferenciacion significativa entre las
poblaciones, respaldada por el valor de ®PT (®pr = 0.529, P < 0.001), que corresponde al
9% de la varianza explicada. Aunque la mayor parte de la variacion genética se observo entre
las regiones (51%), la diferenciacion entre ellas fue significativamente baja (®rt = 0.140, P
=0.001). El 40% restante de la varianza se presento dentro de las poblaciones, donde también
se observo una diferenciacion significativa (©pr = 0.452, P < 0.001). En la tabla 6 se presenta

un resumen del AMOVA.

Tabla 6. Resumen del analisis de varianza molecular (AMOVA) para la region espaciadora de RuBisCo de
Gracilaria flabelliformis que muestra la particion de la varianza genética dentro y entre poblaciones, y regiones
geograficas (GM y CM). GL: Grados de libertas, SC: Suma de cuadrados, Cuadrados medios, VE: Varianza

estimada, %V: Porcentaje de variacién, Phi (®): Estadisticos de Phi, p: probabilidad estadistica.

Fuentede 5, o¢ CM VE %V  Phi(®) Valor p
variacion
Entre 1 4342 4342 0043  51% ®rr 014 0.001
regiones
Entre 6 11.004 1849  0.12 9% ®pr 0452 0.001
poblaciones
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Dentro de las

. 116  16.951 0.146 0.146 40% ®pr 0529 0.001
poblaciones

Total 123 32.387 0.31 100%

9.1.5.3 Andlisis de los valores de ®pt pareados

El andlisis de diferenciacion genético entre localidades, realizado mediante el calculo de los
valores parcados de ®pr (Tabla 7), indico que las poblaciones de Veracruz (PM y MM)
presentaron una diferenciacion genética significativa (®pt > 0.25, p < 0.001) entre estas
mismas y con el total de poblaciones de Campeche y Quintana Roo. Por otro lado, para dos
poblaciones de Campeche (PR y SA) v las tres de Quintana Roo (PP, PX 'y TU), los valores
de ®pr pareados indicaron nula diferenciacion genética significativa (®pt = 0, p < 0.001)
entre ellas. La poblacién de Bahia Tortugas presento valores de diferenciacion genética sin

significancia estadistica con las poblaciones de PR, SA, PP, PXy TU.
Tabla 7. Valores pareados de @ pr de las poblaciones basadas en secuencias de la regién espaciadora de la

RuBisCo. PM: Playa Mocambo-Costo de Oro, MM: Morro de la Mancha, SA: Sabancuy, BT: Bahia Tortugas,
PP: Playa Paraiso, PX: Playa Xcalacoco, TU: Playa Mirador, Tulum.

PM MM PR SA BT PP PX TU
PM -
MM  0.340% -
PR 0443  0.289 -
SA  0519% 0460  0.000* -
BT  0485* 0455  0.000  0.000 -
PP 0537* 0501* 0.000* 0.000* 0.010 -
PX  0531* 0489* 0000 0.000%* 0.005 0.000* -

TU  0.525* 0475 0.000* 0.000* 0.000 0.000* 0.000* -
*Significancia estadistica (p < 0.001)
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9.1.5.4 Andlisis espacial de la varianza molecular

(SAMOVA)

ElI SAMOVA revelo para Gracilaria flabelliformis, una estructura definida por dos grupos
de poblaciones genéticamente diferenciados y aislados geograficamente (Tabla 8). EI grupo
1 se conformo las poblaciones de Campeche (PR, SA'y BT), Quintana Roo (PP, PXy TU) y
una poblacion de Veracruz (MM); el grupo 2, Gnicamente incluyo a la poblacion de Playa
Mocambo-Costa de Oro (PM) de Veracruz. Los indices de fijacion calculados por el
SAMOVA indicaron que la estructura de dos grupos es la adecuada para el conjunto de datos
(Tabla 9). Esto reflejado en el mayor valor de Fct que indica la diferenciacion genética entre
los grupos geogréaficamente definidos. La estructura de los demas grupos arrojé valores
menores de Fct Yy valores negativos de Fsc. Para la estructura de dos grupos el porcentaje de
diferenciacion entre grupos geogréficos fue de Fcr= 0.73213; mientras que el valor dentro de
las poblaciones fue de Fst=0.75208 y entre las poblaciones al interior de los grupos el valor
fue de Fsc=0.07445. Todos los indices de fijacion para en la estructura de dos grupos fueron

significativos.

Tabla 8. Estructura genética definida por SAMOVA.

Grupos definidos por {
Group 1={
"BT" Bahia Tortugas
"MM" Morro de la Mancha
"PR" Puerto Real
"SA" Sabancuy
"PP"  Playa Paraiso
"PX" Playa Xcalacoco

"TU"  Tulum
}
Group 2={
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Playa Mocambo-Costa de
"PM" Oro

¥

Tabla 9. Valores de significancia calculados para los indices de fijacién correspondientes a cada estructura de
grupos definida por SAMOVA.

2 Grupos 3 Grupos 4 Grupos 5 Grupos
Fsc: 0.07445* Fsc: -0.06969 Fsc: -0.05403 Fsc: -0.04540
Fst: 0.75208* Fst:0.71431 Fst: 0.70367 Fst: 0.67613
Fcr: 0.73213* Fcr: 0.73182 Fcr: 0.71886 Fcr: 0.69019

*Significancia estadistica (p < 0.001)

El analisis de estructura jerarquica de varianza (AMOVA) calculada para los dos grupos
definidos por SAMOVA (Tabla 8), mostro una varianza entre grupos geograficos del
73.21%. La menor varianza fue del 1.99% que corresponde a la varianza al entre poblaciones
al interior de los grupos, mientras que la varianza al interior de las poblaciones fue del 24.74%
(Tabla 10). Todos los componentes de la varianza fueron significativos (P<0.001).

Tabla 10. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) y estructura para dos grupos de la region espaciadora de

la RuBisCo en las poblaciones de Gracilaria flabelliformis. Va= Varianza del componente a; Vb= Varianza del

componente b; Vc= Varianza del componente c.

Fuente de Suma de Componentes de la  Porcentaje de
variacion d.f. cuadrados varianza variacion
Entre grupos 1 60.554 1.09308 Va* 73.21
Entre poblaciones
dentro de los
grupos 6 4.291 0.02977 Vb* 1.99
Dentro de las
poblaciones 116 42.938 0.37015 Vc 24.79
Total 123 107.782 1.493

*Significancia estadistica (p < 0.001)
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9.1.6 Pruebas de neutralidad selectiva e historia demografica

Las pruebas de neutralidad, realizadas mediante los estadisticos de D de Tajima (1989) y Fs
de Fu (1997), se aplicaron para el conjunto de datos de las ocho poblaciones de Gracilaria
flabelliformis. El valor obtenido del estadistico de D fue positivo, pero no significativo (D=
0.79493; p > 0.10) por otro lado, el estadistico Fs arrojo un valor negativo, sin embargo,
tampoco fue significativo (Fs= -1.055; p > 0.10). Ambos estadisticos carentes de
significancia sugieren que no hay evidencia de una desviacion notable de lo esperado bajo
un modelo de neutralidad. Estadisticos complementarios de las pruebas de neutralidad F* Fu
y Li (1993) y D* Fu y Li (1993), arrojaron valores positivos (F*= 0.27750 y D*= 0.53854)
pero de igual manera, sin significancia estadistica (Tabla 11). En cuanto al andlisis de
distribucion Mismatch, el conjunto de datos mostro una distribucion multimodal en
discrepancia total con la distribucion esperada bajo el modelo de expansion repentina (Fig.

8)

Tabla 11. Estadisticos de neutralidad calculados para las secuencias en conjunto de la regién espaciadora de la
RuBisCo.

D de Tajima Fs de Fu F*Fu&Li D*Fué&Li
Gracilaria flabelliformis 0.79493 -1.055 0.27750 0.53854
p>0.10 p>0.10 p>0.10 p>0.10
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Figura 8. Distribucién Mismatch para la region espaciadora de la RuBisCo en Gracilaria flabelliformis. La

distribucion observada esta representada por la linea punteada roja y la distribucién esperada bajo un modelo
de expansion repentina esta representada por la linea verde.

9.1.7 Prueba de MANTEL

La prueba de asilamiento por distancia para la region espaciadora de la RuBisCo de las
poblaciones de Gracilaria flabelliformis, arrojo un coeficiente de determinacion de R?=
0.4872 (Fig. 9). Aunque los valores no se ajustan a la recta, el valor del coeficiente de
correlacion fue rm=0.698 con significancia estadistica (P= 0.002), por lo que se rechaza la
hip6tesis nula (Ho), lo que sugiere que existe una correlacion significativa entre la distancia

geogréfica y la diferenciacién genética, apoyando la hip6tesis (H1) de aislamiento por
distancia.
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PRUEBA DE MANTEL
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Figura 9. Relacion entre ®pr pareada y distancia geogréfica de las poblaciones de Gracilaria flabelliformis con
la region espaciadora de RuBisCo. Se detalla la ecuacion de la recta y el valor de R2.

9.2 Anadlisis interespecifico

9.2.1 Analisis filogenéticos

El analisis filogenético obtenido a partir del gen rbcL, consistié en un conjunto de datos de
nueve secuencias las cuales correspondian cada una a un diferente haplotipo (Apéndice 7).
En conjunto con las secuencias del GenBank (Apéndice 5), se analizé un total de 30

secuencias con 625 pb de longitud.

En la topologia generada por el analisis de inferencia bayesiana para el gen rbcL, los
haplotipos identificados en el presente estudio (R1-R10, con la excepcién de R8, que fue
descartado) presentaron una correspondencia genética con tres especies de Gracilaria: G.
isabellana Gurgel, Fredericq & J.N.Norris, G. damicornis J.Agardh y G. flabelliformis. Las
nueve secuencias de este estudio se ven claramente polifiléticas, ya que se agruparon en tres

clados monofiléticos correspondientes a estas tres especies (Fig. 10), los cuales estuvieron
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fuertemente soportados por los valores de probabilidad posterior bayesiana (PPB), con un
soporte maximo de 1 en todos los casos. En los clados que correspondieron a Gracilaria
mammillaris, G. curtissiae, G. ornata, G. suzanneae y G. occidentales, no se insertd ninguna
de las secuencias del presente estudio. Los valores de soporte de la mayoria de los clados

formados fue un soporte maximo de 1.

Gracilariopsis carolinensis AY049412
Gracilariopsis cataluziana AY 049406
Gracilaria mammillaris AY049323
SR-PM18-4

« [ Gracitaria isabellana OR860610
Gracilaria isabellana KP252958
Gracilaria isabellana MW 723547
2R-PM33-10

TR-PM4-3

9IR-PM9-9

10R-BT4-2

Gracilaria damaecornis KP252957 G. damicornis
Gracilaria damaecornis AY049326

L F Gracilaria damaecornis KR862870

0.87 Gracilaria sitviae MW723532

Gracilaria sitviae MW723536

Gracilaria curtissiae KP252956

Gracilaria curtissiae AY (049340

« [ Gracilaria ornata AY049318

Gracilaria ornala KP210235

« Gracilaria suzanneae MF543345

Gracilaria suzanneae MF543346

Gracilaria occidentalis MW924218

Gracilaria occidentalis AY 049322

1R-TU3-1

3R-MMI-5

4R-MM3-7

1TR-MM2-6

Gracilaria flabelfiformis AY 049337 G. flabelliformis
Gracilaria flabelliformis AY 049354

- Gracilaria flabelliformis AY 049345

Gracilaria flabelliformis MW924220

I OutGroup

G. isabellana

.05

Figura 10. Topologia Bayesiana con datos de secuencias del gen rbcL para muestras de Gracilaria
flabelliformis. En las ramas se indican los valores de PPB (probabilidad posterior bayesiana), los maximos
valores de 1 se indican con un asterisco (*). Los nimeros de acceso de GenBank se indican a un costado de
cada especie. Las secuencias generadas se destacan en negritas, la clave de estas secuencias se conforma por el
namero de secuencia (1R), la clave de campo (TU3), seguido del nimero de haplotipo al que corresponde (1).
Las especies de Gracilariopsis fueron definidas como grupo externo.
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9.2.2 Distancias genéticas

Para cada conjunto de datos de los dos genes empleados, se calcularon distancias corregidas
y no corregidas (p-distance) interespecificas e intraespecificas. Las distancias
intraespecificas con la espaciadora de RuBisco de los 10 haplotipos mostro distancias
corregidas y no corregidas con valores minimos de 0.4% y méaximos de 2.3% (Tabla 12). En
el caso de las distancias interespecificas en las que se incluyeron otras especies del género
Gracilaria, mostro valores de distancias no corregidas con minimos de 0% y maximos de
7.98%, mientras que las distancias corregidas minimas fueron de 0% y maximas de 8.93%

(Tabla 13).

Tabla 12. Matriz de distancias intraespecificas de la region espaciadora de RuBisCo, con distancias corregidas
(en la posicién superior de la matriz, resaltados en negritas) y distancias no corregidas (p-distance) (en la
posicion inferior de la matriz, no resaltadas) de las secuencias de ADN correspondientes con los haplotipos

encontrados en las poblaciones de Gracilaria flabelliformis.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1.R1 - 1500 1.900 1.500 0.400 0.400 0.800 0.800 1.100 0.400
2.R2 1500 - 0.400 0.800 1.900 1.900 2.300 0.800 0.400 1.100
3.R3 1900 0400 - 1.100 1.500 2.300 1.900 1.100 0.800 1.500
4.R4 1500 0.800 1.100 - 1.900 1.900 2.300 1.900 1.100 1.900
5.R5 0.400 1.900 1.500 1.900 - 0.800 0.400 1.100 1.500 0.800
6.R6  0.400 1.900 2.300 1.900 0.800 - 0.400 1.100 1.500 0.800
7.R7 0.800 2.300 1.900 2.300 0.400 0.400 - 1.500 1.900 1.100
8.R8 0.800 0.800 1.100 1.500 1.100 1.100 1.500 - 0.400 0.400
9.R9 1.100 0.400 0.800 1.100 1.500 1.500 1.900 0.400 - 0.800

10. R10 0.400 1.100 1.500 1.900 0.800 0.800 1.100 0.400 0.800 -
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Tabla 13. Matriz de distancias interespecificas del gen rbcL, con distancias no corregidas (en la posicién superior de la matriz, resaltados en negritas) y distancias

no corregidas (p-distance) (en la posicion inferior de la matriz, no resaltadas) de las secuencias de ADN correspondientes con los haplotipos encontrados en las

poblaciones de Gracilaria flabelliformis. En las secuencias del GenBank los nimeros de acceso de se muestran a seguido de cada taxén.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1. 1R-TU3-1 ; 511 000 761 511 511 511 000 000 218 275 572 762 511 511 000 634 893
2. 2R-PM33-10 4.79 - 511 218 000 000 000 511 511 391 451 391 218 000 000 511 391 572
3. 3R-MMI-5 000 479 ; 761 511 511 511 000 000 218 275 572 762 511 511 0 634 892
4. 5R-PM18-4 691 213 691 - 218 218 219 761 761 634 572 634 000 218 218 7.61 511 6.34
5. 7R-PM4-3 479 000 479 213 . 000 000 511 511 391 451 391 219 000 000 511 391 572
6. 9R-PM9-9 479 000 479 213 0.0 - 000 511 511 391 451 391 219 000 000 511 391 572
7. 10R-BT4-2 479 000 479 213 000  0.00 . 511 511 391 451 391 219 000 000 511 391 572
8. 4R-MM3-7 000 479 000 691 479 479 479 - 000 218 275 572 7.62 511 511 000 6.34 893
9. 11R-MM2-6 000 479 000 691 479 479 479  0.00 - 391 451 391 218 000 000 511 391 572
10. Gracilaria

e siaas 213 372 213 585 372 372 372 213 213 - 005 333 635 391 391 218 511 761
11 G. occidentalis 266 426 266 532 426 426 426 266 266  0.05 - 391 573 451 451 275 572 826
MW924218 : : : ' : ' : ' : ' : : ' ' ' : :
12. G. ornata

AY019318 532 372 532 58 372 372 372 532 532 319 372 - 006 391 391 572 511 761
éﬁg‘éo'gige"a”a 691 213 691 000 213 213 213 691 691 58 532 58 - 218 218 7.61 511 6.34
i“bg'zgg;”aec"mis 479 000 479 213 000 000 000 479 479 372 426 372 213 - 000 511 391 572
15. G. silviae

Wi 479 000 479 213 000 000 000 479 479 372 426 372 213 000 - 511 391 572
i&&gg@e”'fmm's 000 479 000 691 479 479 479 000 000 213 266 532 691 479 479 - 634 892
EF;Z%ZSL;?SS‘* 585 372 58 479 372 372 372 58 58 479 532 479 479 372 372 58 - 761
i\%&g'ggg“mi"a”s 798 532 798 58 532 532 532 798 798 691 745 691 58 532 532 798 691 -
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9.3 Morfologia

De acuerdo con el anélisis morfoldgico externo de los 124 individuos, en el cual se observd
la parte basal, media y apical, asi como forma y numero de ramificaciones de cada talo, se
identificaron un total de 22 morfotipos. La morfologia externa en los ejemplares de
Gracilaria flabelliformis fue mas variable en la terminacion de los &pices, donde se
observaron ejemplares con apices bifurcados y terminacion apiculada, asi como ejemplares
con terminaciones redondeadas y sin bifurcacion, ademas de tamafios variables de apice y de

la parte media en los talos. El caracter comun en todos los ejemplares es el talo aplanado.

En Veracruz, la poblacion de Playa Mocambo-Costa de Oro (PM), presento la mayor
variacion morfoldgica, los 40 individuos se separaron en ocho morfotipos distintos. En
contraste, la poblacién del Morro de la Mancha (MM) presento una uniformidad morfolégica,
con la presencia de un solo morfotipo (Fig. 11). En el caso de Campeche, Bahia Tortugas
(BT) fue la localidad en la que se identifico la mayor variacion morfol6gica con tres
morfotipos presentes, mientras que para Sabancuy (SA) y Puerto Real (PR) se presentaron
dos morfotipos (Fig.12). Para el estado de Quintana Roo, la poblacién de Playa Mirador en
Tulum (Tu) exhibié un tnico morfotipo, mientras que en Playa Paraiso (PP) se identificaron
dos morfotipos, asi como en Playa Xcalacoco (PX) donde también se registraron dos

morfotipos (Fig. 13).
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Figura 11. Morfotipos de Gracilaria flabelliformis en Veracruz: A-H. G. flabelliformis de Playa Mocambo-
Costa de Oro (UAMIZ1524): A. Morfotipo 1. Escala de la barra = 2cm. B. Morfotipo 2. Escala de la barra =
2cm. C. Morfotipo 3. Escala de la barra = 1cm. D. Morfotipo 4. Escala de la barra = 2cm. E. Morfotipo 5.
Escala de la barra = 2cm. F. Morfotipo 6. Escala de la barra = 2cm. G. Morfotipo 7. Escala de la barra = 2cm.
H. Morfotipo 8. Escala de la barra = 0.5 cm. I. Gracilaria flabelliformis, morfotipo del Morro de la Mancha
(UAMIZ1523). Escala de la barra = 0.5 cm.
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Figura 12. Morfotipos de Gracilaria flabelliformis en Campeche: A-C. G. flabelliformis de Puerto Real
(UAMIZ1525): A-B. Morfotipo 1, C. Morfotipo 2. D-F. G. flabelliformis de Sabancuy (UAMIZ1526): D-E.
Morfotipo 1, F. Morfotipo 2. G-I. G. flabelliformis de Bahia Tortugas (UAMIZ1527): G. Morfotipo 1, H.
Morfotipo 2, I. Morfotipo 3. Escala de la barra = 2cm.

89



Figura 13. Morfotipos de Gracilaria flabelliformis en Quintana Roo: A-C. G. flabelliformis de Playa Paraiso
(UAMIZ1528): A-B. Morfotipo 1, C. Morfotipo 2. D-F. G. flabelliformis de Playa Xcalacoco (UAMIZ1529):
D-E. Morfotipo 1, F. Morfotipo 2. G-I. G. flabelliformis, morfotipo de Playa Mirador, Tulum (UAMIZ1530).
Escala de la barra = 2cm.
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10. DISCUSION

El marcador molecular empleado para los andlisis intraespecificos en este estudio, fue la
region espaciadora de la RuBisCo, la cual mostro alta variacion y revelo una estructura
genética parcial al interior de las ocho poblaciones de Gracilaria flabelliformis distribuidas
en el Golfo de México (GM) y el Caribe mexicano (CM). La region espaciadora cox2-3 no
se empleo en este estudio debido a que el éxito de amplificado para estas poblaciones fue
bajo. Otros estudios de variacion genética en especies de Gracilaria han encontrado a la
region espaciadora de la RuBisCo como un marcador mas variable que la region espaciadora
cox2-3, sefialando que es un marcador mas util para estudios de variacion genética (NUfiez
Resendiz et al., 2015, 2016). Por otro lado, el gen rbcL utilizado en los analisis
interespecificos, fue suficientemente variable para revelar afinidades entre especies y
proporcionar resolucion suficiente para confirmar la identidad taxondmica de los ejemplares
del GM y CM. El gen mitocondrial COI también mostro un bajo éxito de amplificado para

las poblaciones de Quintana Roo, por lo que tampoco fue considerado en este estudio.

10.1 Analisis de haplotipos y su distribucion geografica

El analisis de haplotipos de la region espaciadora de RuBisCo revelo que al interior de la red
los 10 haplotipos resultantes permanecieron interconectados por no mas de un paso
mutacional (Unicamente dos entre R2-R4), lo que sugiere que las poblaciones de Gracilaria
flabelliformis presentan cierto intercambio genético, razén por la cual, todos los haplotipos
obtenidos conformaron un unico haplogrupo. De acuerdo con Bandelt et al. (1999), una red
haplotipica que muestra haplotipos separados por escasos pasos mutacionales, sugiere que

estos estan estrechamente relacionados entre si, y que la baja cantidad de mutaciones
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revelaria que las poblaciones no han experimentado un aislamiento prolongado a lo largo del
tiempo, por lo que podrian estar presentando una historia evolutiva reciente, la cual permite

que se observe cierto grado de conectividad genética al interior de las redes.

El caso particular de R2 y R4 sugiere que estos haplotipos han acumulado mas diferencias
entre si, lo que podria reflejar un nivel ligeramente menor de conectividad entre las
poblaciones donde estos haplotipos predominan. Sin embargo, dado que la mayoria de los
haplotipos estan conectados por un solo paso mutacional, el patron general sugiere que las
poblaciones de Gracilaria flabelliformis han mantenido un grado significativo de

intercambi6 genético, el cual permite que la red se congregue en un solo haplogrupo.

La distribucion haplotipica de Gracilaria flabelliformis en el Atlantico mexicano (AM)
revelo un patrén de conectividad entre el Golfo de México (GM) y Caribe mexicano (CM),
originada por el haplotipo R1, el cual se encontré en todas las poblaciones estudiadas,
evidenciando una posible conexidn genética entre ambas regiones (GM y CM), ademas de
mostrar una amplia distribucion geografica. Particularmente, se ha sugerido que un haplotipo
dominante puede actuar como puente genético entre diferentes areas, facilitando la
continuidad genética entre ellas y reduciendo su diferenciacion (Avise, 2000; Wares et al.,
2001). La prevalencia de R1 en las ocho localidades muestreadas, sugiere que existen
procesos histéricos de diversificacion a lo largo del AM, que mantienen cierta homogeneidad
genética entre las poblaciones. Dicha homogeneidad fue méas evidente entre las poblaciones

de Campeche y Quintana Roo, donde solo se presento el haplotipo R1.

La presencia del haplotipo R2, exclusivamente en la poblacién de Playa Mocambo-Costa de
Oro (PM) en Veracruz y Bahia Tortugas (BT) en Campeche, apunta a la existencia de barreras
geograficas o procesos historicos que han limitado su contacto genético. La alta frecuencia
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de R2 observada en PM (25/40 individuos), en contraste con su baja frecuencia en BT (2/23
individuos), podria estar asociado con un evento de cuello de botella, lo cual habria reducido
excesivamente esta variante (R2) en las poblaciones, a tal punto que no se hallé en ninguna
otra poblacién de Campeche ni en las de Quintana Roo. Estos eventos suelen ocurrir cuando
una poblacion experimenta una disminucion de su tamafio efectivo, lo que restringe la
variabilidad y puede acentuar la diferenciacion genética entre grupos geograficamente

separados (Nei et al., 1975; Excoffier et al., 2009).

El resto de los haplotipos fueron exclusivos para el estado de Veracruz, el cual contuvo
ademés a toda la diversidad haplotipica encontrada para las poblaciones mexicanas de
Gracilaria flabelliformis, lo que sugiere un alto grado de diferenciacion genética y
potencialmente indica la presencia de condiciones ambientales o ecoldgicas heterogéneas que
favorecen la variabilidad genética (Allendorf et al., 2010; De Kort et al., 2021). La elevada
diversidad haplotipica identificada, resalta su importancia como una region clave para la
conservacioén de estas poblaciones. Es importante mencionar que la distribucion geografica
de G. flabelliformis, presentd un vacio en el estado de Yucatan y Tabasco, debido a que no
se encontraron ejemplares de la especie en ninguno de los sitios muestreados. Lo que es
congruente con Garcia-Garcia et al. (2020), quienes tampoco recaban algun registro historico

de la especie para estos estado, por lo que se confirma su ausencia en las costas de Yucatan.

El patron observado, hasta ahora, no es congruente con lo previamente reportado en otros
grupos de algas rojas con distribucion simpatrica a Gracilaria flabelliformis. En los trabajos
de Nufiez Resendiz et al. (2015,2016), sobre el complejo Gracilaria cornea /G. usneoides
(como Hydropuntia cornea/ H. usneoides), la distribucion haplotipica mostr6 un patrén

inverso, para el estado de Campeche, donde se encontré una mayor variabilidad intra e inter
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poblacional, asi como un quiebre genético, evidenciando una zona de aislamiento geogréafico
para Campeche y un cambio en la composicion haplotipica entre el Golfo de México y el
Caribe. En este mismo sentido, el trabajo de Palma Ortiz et al. (2017), con Meristotheca
cylindrica (C.Agardh) Gurgel y Fredericq, revelo una alta variacion haplotipica dentro de las
poblaciones a lo largo de su intervalo de distribucion, el cual estuvo restringido a Campeche.
Esta variabilidad hallada, fue respaldada ademas por los diversos indices genéticos
calculados, sustentando lo reportado por Nufiez Resendiz et al. (2015, 2016). Sin embargo,
estos autores no incluyeron poblaciones de Veracruz en sus analisis, ya que ambas especies
estan ausentes en dicho estado (Garcia-Garcia et al., 2020; Pedroche y Senties, 2020). Por lo

tanto, no es posible realizar una comparacion directa entre esa region y nuestros resultados.

Un estudio que mostro un patrén similar al hallado para las poblaciones de Gracilaria
flabelliformis en este trabajo, fue el descrito por Diaz-Martinez et al. (2023), con dos especies
de algas pardas del género Lobophora J. Agardh. En dicho estudio se evalUa la distribucién
haplotipica de L. variegata (J.V.Lamouroux) Womersley ex E.C.Oliveira en Quintana Roo
y L. dispersa Camacho, Freshwater & Fredericq en Veracruz, mostrando diferenciacion
genética e indicando bajo flujo genético y un posible aislamiento por distancia, ya que ambas
especies se restringieron a los estados donde fueron colectadas. Este hallazgos sustenta los
resultados obtenidos para G. flabelliformis, donde se presenta una restriccion de variantes en
Veracruz, las cuales no fueron halladas en la Peninsula de Yucatan (Campeche y Quintana
Ro0). Esto sugiere la existencia de una barrera geogréafica y/o ecologica que reduce o elimina

la conectividad entre Veracruz y la Peninsula de Yucatan.

Particularmente, Nufiez Resendiz et al. (2016), sugieren que el patron de colonizacion de sus

haplotipos resultantes fue desde el Golfo de México hacia el mar Caribe, siguiendo el patron
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de corrientes que existia en el Atlantico mexicano hace 20 ma, el cual era inverso al actual
(Coates y Stallar, 2013). El patron observado en la distribucion haplotipica de Gracilaria
flabelliformis sugiere que posiblemente el patron de colonizacion de los haplotipos pudo
haber seguido una dinamica similar a la de las corrientes oceanicas previas al cierre del canal
de Panama hace 3 millones de afios, las cuales fluian de norte a sur. Esto evidenciado por la
elevada variacién genética hallada en Veracruz y el posible cuello de botella en la Peninsula
de Yucatan, donde la variabilidad genética se reduce significativamente, con la presencia de
un Unico haplotipo presente (R1), lo que sugiere un aislamiento geografico y/o ecoldgico que
limito la expansion y diversificacion genética hacia el sur. Sin embargo, es necesario ampliar
el analisis incluyendo secuencias de otras regiones pertenecientes al Atlantico tropical
americano, para poder identificar el patrén de colonizacion, su posible origen y una

explicacion solida a la distribucion observada en el Atlantico mexicano.

10.2 Medidas de diversidad y flujo génico

Las medidas de diversidad genética calculadas para el conjunto de datos de las poblaciones
de Gracilaria flabelliformis, mostraron una diversidad haplotipica moderada (Hd= 0.5266)
y una baja diversidad nucleotidica (7= 0.00659). La combinacion de una Hd > 0.5 con una
< 0.5, sugiere que las poblaciones han experimentado una expansién demografica después
de un evento de reduccion poblacién, como es un cuello de botella (Rogers et al., 1992; Grant

y Bowen,1998; Avise, 2000).

Por otro lado, los valores de diversidad obtenidos para cada poblacion (Hd y =n; Tabla. 5),
revelaron homogeneidad genética en las poblaciones de Campeche y Quintana Roo, donde

ademas la variacion intra e inter poblacional fue nula, lo que sugiere que esas poblaciones de

95



Gracilaria flabelliformis se encuentran en ambiente uniforme, ya que de acuerdo con
Templeton (2021), los ambientes homogéneos tienden a mostrar una reduccion en la
diversidad genética. Caso contrario de las poblaciones de Veracruz, donde estos mismos
indices revelaron una diversidad haplotipica con valores superiores a 0.5 (Hd; Tabla. 5), lo
que sugiere que esas poblaciones se encuentran en un ambiente heterogéneo que promueve
variabilidad. Esta observacion concuerda con lo registrado en estudios de riqueza floristica,
donde reportan una mayor diversidad asociada a condiciones heterogéneas del ambiente en
contaste con la homogeneidad ambiental donde disminuye la diversidad (Tapia-Silva et al.,

2015; Garcia-Garcia et al., 2020).

Ahora bien, las diferencias en los valores de diversidad genética entre las ocho poblaciones
estudiadas sugieren distintos procesos demogréaficos. En las poblaciones de Veracruz, los
valores mas altos de diversidad genética indican que estas se encuentran en un proceso de
expansioén demografica, lo que estad permitiendo la generacion de mayor variacion. Por el
contrario, las poblaciones de Campeche y Quintana Roo presentan valores significativamente
menores de diversidad, lo que sugiere que estas regiones son las que experimentaron el cuello
de botella, en el cual el tamafio efectivo de la poblacion se redujo considerablemente. Como
consecuencia de este evento, se produjo una pérdida de diversidad genética. Los bajos niveles
de variacién también estan asociados con un equilibrio demografico posterior al cuello de
botella, donde las condiciones de estabilidad han mantenido estos valores bajos, limitando la

capacidad de generar nueva variacion.

En cuanto a los valores calculados para las tasas de migracion entre las poblaciones bajo
diferentes modelos referido fueron Nm= 0.59 para haplotipos y Nm= 0.33 para secuencias.

Estos resultados sugieren un flujo genético moderado entre las poblaciones cuando se
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consideran haplotipos, lo que indica cierta conectividad, aunque limitada, entre las regiones
analizadas (Slatkin, 1987). Sin embargo, el valor mas bajo de Nm para las secuencias (Nm=
0.33) sugiere que, al nivel de la variacion nucleotidica, el flujo es ain mas restringido, lo cual
podria estar relacionado con la presencia de barreras geograficas o ecoldgicas que dificultan

el intercambio genético entre las poblaciones (Neigel, 2002).

Estos valores son indicativos de una posible estructura de poblacion diferenciada, ya que
valores de Nm menores a 1 generalmente se asocian con una restriccion en el flujo genético,
lo que puede conducir a la diferenciacion genética entre las poblaciones (Wright, 1931;
Arbuckle y Speed, 2016). En este contexto la diferencia en los valores de Nm para haplotipos
y secuencias de las poblaciones de Gracilaria flabelliformis podria estar reflejando procesos

evolutivos que afectan el flujo genético.

10.3 Diferenciacion geneética y estructura

El valor general de Fst=0.62945, calculado segun el modelo de Hudson, Slatkin y Maddison
(1992), indico elevada diferenciacion genética entre las ocho poblaciones de Gracilaria
flabelliformis. Un valor de Fstsuperior a 0.25 para estudios de diversidad, suele interpretarse
como evidencia de una diferenciacién genética considerable, lo que sugiere que las
poblaciones estan parcialmente aisladas y que el flujo genético entre ellas es limitado (Nm=
0.29) (Wright, 1978; Excoffier et al., 1992; Meirmans, 2006; Holsinger y Weir, 2009;
Meirmans y Hedrick, 2010 ). Este nivel de diferenciacion genética es coherente con la idea
de que existen barreras geograficas, ecoldgicas 0 ambos tipos, que dificultan el intercambio
de genes entre las poblaciones de Veracruz y las de la Peninsula de Yucatan, promoviendo

asi la acumulacion de diferencias genéticas con el tiempo (Balloux y Loung-Moulin, 2002).
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Ademas, estos resultados refuerzan la hipotesis de una colonizacion limitada, incluso en

habitats que aparentemente carecen de barreras fisicas evidentes (Palumbi, 2003).

De manesa similar, el valor de ®pr obtenido a través del AMOVA fue moderado-alto y
estadisticamente significativo (®pr = 0.529, P < 0.001). Este hallazgo sugiere que hay una
separacion genética considerable entre las poblaciones estudiadas, lo que podria estar
influenciado por factores como el aislamiento geografico, barreras ecologicas o la historia
evolutiva de las especies (Excoffier et al., 2009). A pesar de que la mayor parte de la
variacion genética se observo entre las regiones (51%), la diferenciacion entre ellas fue
significativamente baja (®rt = 0.140, P = 0.001). Este resultado indica que, aunque las
poblaciones estan genéticamente diferenciadas, la estructura regional no es tan pronunciada,
lo que sugiere que hay un flujo genético moderado que permite cierta homogeneidad genética

entre las regiones (Golfo de México y Caribe mexicano).

El 40% restante de la varianza se presentd dentro de las poblaciones, donde también se
observé una diferenciacion significativa, con un (®pr = 0.452, P < 0.001). Este hallazgo
indica que la variacién genética se distribuye considerablemente dentro de las poblaciones,
lo que puede reflejar la presencia de microhabitats o subpoblaciones con caracteristicas

genéticas distintas (Rousset, 2000).

El andlisis de los valores de ®pr pareados revelaron una marcada diferenciacion genética
significativa (®pt > 0.25, P < 0.001) entre las poblaciones de Veracruz y las de Campeche y
Quintana Roo. Este resultado refuerza lo discutido en apartados anteriores, sobre la notable
separacién genética entre las poblaciones de Veracruz, las cuales posiblemente han estado

sujetas a presiones ambientales o historicas que han favorecido la divergencia genética
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(Wright, 1978; Hohenlohe et al., 2020). Ademas, la diferenciacion significativa entre las
mismas poblaciones al interior de Veracruz (MM y PM; Tabla 7), sustenta la posibilidad de

subpoblaciones con caracteristicas genéticas distintas.

Por otro lado, las poblaciones de Campeche y Quintana Roo mostraron nula diferenciacion
genética entre si (et = 0, P < 0.001). Esto revela que las poblaciones comparten un alto
grado de similitud genética, lo que podria ser indicativo de un flujo genético
considerablemente entre ellas, que permite uniformidad genética. La ausencia de
diferenciacion puede deberse a una conectividad ecologica o geogréfica que facilita la

homogeneizacién genética (Manel et al., 2003).

El andlisis en SAMOVA, revelo dos grupos genéticos separados geograficamente. Estos
resultados estan sustentados por los indices de fijacion (Tabla. 9), cuyos valores fueron
mayores en comparacion con una estructura de 3, 4 y 5 grupos. De acuerdo con este analisis,
sugeriria que existen barreras que mantienen separadas las poblaciones, sin embargo, la
poblacién del Morro de la Mancha (MM) se agrupo con las poblaciones de Campeche y
Quintana Roo, por lo que no se puede sustentar con el SAMOVA una barrera, ya que
geograficamente MM presenta mayor distancia con Campeche y Quintana Roo, que Playa

Mocambo-Costa de Oro (PM) gue fue la poblacion que se aislo en un segundo grupo.

Hasta ahora, todos los resultados han respaldado una estructuracién genética parcial entre las
ocho poblaciones de Gracilaria flabelliformis estudiadas, particularmente entre las
poblaciones de Veracruz y las de la Peninsula de Yucatan. Estos hallazgos evidencian un

aislamiento geografico y reproductivo de las poblaciones de Veracruz, que parecen
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restringirse exclusivamente a este estado, mostrando una marcada diferenciacion con las

demas poblaciones.

10.4 Neutralidad e historia demografica

El andlisis conjunto de Gracilaria flabelliformis obtuvo valores positivos de D de Tajima,
pero sin significancia estadistica (D= 0.79493, P > 0.10). Lo que sugiere que las poblaciones
no muestras signos claros de haber pasado por eventos demogréficos recientes, como una
expansién o contraccion notable, y han mantenido un equilibrio demogréafico (Tajima, 1989;
Equiarte et al., 2007). Por otro lado, el valor de Fs de Fu negativo, normalmente sugiere una
expansion poblacional, sin embargo, también presenta una falta significancia estadistica (P
> 0.10) la cual implica que no hay suficiente evidencia para confirmar una expansion
reciente. Los valores no significativos de ambos indices sugieren que las poblaciones de G.
flabelliformis podrian haber estado en equilibrio demografico durante un periodo largo de

tiempo.

Ahora bien, aunque no hay una fuerte sefial de expansion poblacional a nivel estadistico, la
elevada diversidad haplotipica en Veracruz junto con sus medidas de diversidad, reflejan una
expansion histdrica. Por lo que se sugiere que ha habido fluctuaciones genéticas en Veracruz
que pueden no ser detectadas en los andlisis globales de D de Tajima y Fs de Fu, pero que
aun reflejan procesos historicos importantes. Por otro lado, la homogeneidad haplotipica y
bajos valores de diversidad genética en Campeche y Quintana Roo, sugirieron en apartados
anteriores, que estas poblaciones podrian haber experimentado una reduccion en su

variabilidad genética, como un cuello de botella, aunque los estadisticos de D de Tajima y
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Fs de Fu tampoco detectan una contraccién significativa, sin embargo, otros analisis con

significancia estadistica si sugieren un evento de cuello de botella.

El andlisis de distribucién Mismatch, si mostro congruencia con el cuello de botella sugerido
para las poblaciones de Gracilaria flabelliformis, ya que la distribucién multimodal hallada
la cual difiere notablemente con la distribucion esperada puede implicar que las poblaciones
han experimentado efectos de cuellos de botella o aislamientos en diferentes periodos, lo que

lleva a la divergencia genética sin una posterior expansion significativa (Nei, 1987).

10.5 Aislamiento por distancia

La prueba de aislamiento por distancia aplicada a la region espaciadora de la RuBisCo,
mostraron un coeficiente de determinacion de R?= 0.4872, lo que indica que cerca de la mitad
de la variacion en la diferenciacion genética puede ser explicada por las distancias
geogréficas. Aunque los valore se ajustan perfectamente a la recta, el coeficiente de
correlacion rm=0.698 fue significativo (P=0.002), lo que permite sugerir la existencia de una
correlacion significativa entre la distancia geografica y la diferenciacion genética, apoyando
la hipotesis alternativa (Hi) de asilamiento por distancia (Wright, 1943; Slatkin, 1993). La
correlacion observada sugiere que las poblaciones mas distantes tienden a ser genéticamente

mas diferentes.

10.6 Analisis filogenético y distancias genéticas

El andlisis filogenético basado en el gen rbcL revelo que las secuencias obtenidas en este
estudio se insertaron en tres clados diferentes (Fig. 10), correspondientes a tres filoespecies

distintas: Gacilaria isabellana, G. damicornis y G. flabelliformis. Esta insercion estuvo
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respaldada por los valores maximos de soporte de los clados y por los valores de distancia
genética, tanto corregidas como no corregidas, ya que las secuencias dentro de estos clados
mostraron valores superiores al 2%. Las secuencias de Gracilaria damicornis, en el GenBank
se encuentran bajo el nombre G. damaecornis sin embargo el nombre correcto es G.

damicornis (Guiry y Guiry, 2024).

Al interior de la topologia filogenética y en el analisis de las distancias genéticas intra e
interespecificas (Fig. 10; Tabla. 13), se incluy6 a Gracilaria silviae ya que en los resultados
del BLAST algunas de las secuencias del gen rbcL correspondieron en un 100% con esa
especie. Como se observé en el andlisis filogenético G. silviae se agrupo en un mismo clado
con G. damicornis y cuatro secuencias de este estudio y con distancias genéticas tanto
corregidas como no corregidas de 0% de diferenciacion. Esto indica como consecuencia
taxondmica que G. silviae y G. damicornis son la misma especie, por lo que las secuencias
de este estudio que se agruparon en ese clado se consideraron que corresponden a G.
damicornis ya que a G. silviae la proponemos como un sinénimo, aunque podrian incluirse
mas estudios con otro gen que corrobore nuestros hallazgos. Otros estudios filogenéticos que
integran un analisis de la region rbcL también agrupan a estas dos especies en un mismo
clado, sin embargo, no discuten su agrupamiento y las reconocen como especies diferentes

(Lyraetal., 2015b, 2021).

Particularmente Gracilaria damicornis, con la que se agruparon cuatro secuencias de este
estudio (Fig. 10), ha sido previamente reportada para el Golfo de México, en los estados de
Veracruz, Tabasco y Campeche (Garcia-Garcia et al., 2020) y asi como en el Caribe
mexicano, en el estado de Yucatan y Quintana Roo (Pedroche y Senties, 2020; Garcia-Garcia

et al., 2020; Mendoza-Gonzalez et al., 2024). En el caso de G. isabellana, otra especie con
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la que se agrupo una secuencia de este estudio, sus registros previos se limitan al estado de
Veracruz (Garcia-Garcia et al., 2020). Por lo que, en lo que respecta a la distribucion, G.
damicornis y G. flabelliformis presentan una distribucion simpatrica a lo largo del Atlantico
mexicano, mientras que con G. isabellana la distribucion simpatrica se restringe Unicamente

al estado de Veracruz.

De acuerdo con los resultados de este trabajo basados en el analisis del gen rbcL, G.
damicornis solo se encontrd exclusivamente en Veracruz y Bahia Tortugas en Campeche,
mientras que G. isabellana se restringid a las localidades de Veracruz. Para las localidades
de Quintana Roo y el resto de las localidades de Campeche (Sabancuy y Puerto Real), la
correspondencia taxonémica con ese gen fue Unicamente G. flabelliformis. Por lo tanto, la
distribucion simpatrica de estas tres especies (G. damicornis, G. isabellana y G.
flabelliformis) queda restringido a Veracruz, mientras que, en el Caribe mexicano,
especificamente Quintano Roo, solo se encuentra G. flabelliformis, para el estado de Yucatan
no se encontraron ejemplares por que se reporta como un gap en la distribucion de estas

especies.

Ahora bien, cada una de las secuencias del gen rbcL obtenidas en este estudio corresponde a
un diferente haplotipo de los revelados por la regidn espaciadora de RuBisCo para las ocho
poblaciones analizadas. La red haplotipica generada no revelo una separacion clara en tres
haplogrupos (Fig. 6), como seria de esperarse dada la presencia de tres especies diferentes
identificadas en el analisis filogenético (G. damicornis, G. isabellana y G. flabelliformis), asi
mismo los estimados de flujo genético no revelaron nula conectividad, ya que los valores
obtenidos del nimero de migrantes (Nm= 0.29) indico cierto grado de conexion genética,

aunque las distancias genéticas arrojan valores superiores al 2% que sustentan especies
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completamente diferentes. Siguiendo la definicién bioldgica (Mayr,1957) la cual se basa en
el concepto de aislamiento reproductivo, diferentes especies no mostrarian intercambio

genético, o este seria limitado en el caso de especies en proceso de especiacion.

Por otro lado, los analisis de la estructura y diferenciacion genética revelaron valores
significativos (®pt > 0.25; Fst= 0.62945) que respaldan la separacion que observada en el
analisis gen rbcL. Aunque estos valores no alcanzan el méximo valor (Fst =1), que indicaria
una diferenciacion total (Wright, 1978; Hartl y Clark, 1989; Hedrick, 2011), los resultados
son lo suficientemente altos como para sefialar una diferenciacion genética considerable o
parcial. De acuerdo con esto, se puede inferir que, si bien los analisis intraespecificos
muestran una estructuracién parcial con un flujo genético reducido pero existente, este patron
puede estar asociado a un proceso de especiacion reciente que aun permite observar a nivel
intraespecifico una evidente separacién, como se observé con el complejo Gracilaria
cornea/usneoides (Nufiez Resendiz et al., 2016), donde, a nivel intraespecifico, la red
haplotipica revelo conexion entre los grupos y valores de flujo genético existentes. No
obstante, a nivel interespecifico, la filogenia con el gen rbcL y COI logro distinguir dos

especies diferentes, revelando la existencia de un complejo de especies cripticas.

En cuanto a las distancias intraespecificas calculadas, de la region espaciadora de la RuBisCo
revelo valores de distancias tanto corregidas como no corregidas de 0.4% las minimas
distancias hasta 2.3% las maximas. Estas distancias maximas se presentaron entre los
haplotipos R2-R7, R3-R6 y R4-R7, estos haplotipos de acuerdo con el analisis del gen rbcL
correspondieron a las siguientes especies: R2 y R3 a Gracilaria damicornis; R4 a G.
isabellana; R6 y R7 a G. flabelliformis. Esto es congruente con lo encontrado en las

distancias interespecificas, aunque los demas haplotipos mostraron valores menores al 2%,
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los haplotipos que se agruparon con una misma especies presentaron los valores mas bajos

(0.4%).

Por otro lado, se introdujeron al andlisis filogenético y de distancias genéticas especies que
describieron que forman parte del complejo Gracilaria mammillaris (Dreckmann, 2012;
Vilchis et al., 2022a). De acuerdo con los resultados, cuatro de las secuencias en este estudio
(rbcL) se insertaron exclusivamente en el clado que corresponde a G. flabelliformis, ninguna
otra secuencia se agrupo en otro clado de dicho complejo. Particularmente, los clados que se
formaron de las cinco especies (G. mammillaris, G. curtissiae, G. flabelliformis, G.
suzanneae, G. occidentalis) resultaron clados monofiléticos independientes con un alto
soporte de las ramas. Los valores de distancia corregidos y no corregidos también respaldaron
esta separacion, al menos entre G. mammillaris, G. flabelliformis y G. curtissiae, con valores
superiores al 2%. No obstante, aunque G. suzanneae y G. occidentalis en la topologia se
muestran separados en clados hermanos, las distancias genéticas entre estas dos filoespecies
no sustenta una clara separacion taxonémica, ya que los valores de diferenciacién fueron de
solo 0.05%, tanto en las distancias corregidas como en las no corregidas. Para G. mammillaris
se puede observar que filogenéticamente se inserta en un clado alejado de otras cuatro
especies del complejo, de hecho, de acuerdo con las distancias genéticas la diferencia de
todas las especies del complejo, asi como las secuencias de este estudio presentan las

maximas distancias tanto corregidas como no corregidas, de hasta un 8.93%.

De acuerdo con lo anterior, este estudio no encontro evidencia de que los individuos
estudiados pertenezcan a alguna otra especie del complejo Gracilaria mammillaris que no
sea G. flabelliformis o0 a otras dos especies que no forman parte del complejo. A pesar de que

el area de muestreo, que incluyo a Veracruz, Campeche y Quintana Roo, coincide con el
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rango de distribucion reportado para las especies del complejo (Garcia-Garcia et al., 2020),
ninguna de estas fue hallada en las colectas realizas segun la correspondencia taxondémica.
Sin embargo, no se descarta su presencia en la region, ya que para el area cuatro especies del
complejo han sido previamente caracterizadas molecularmente (Gurgel y Frederigc, 2004;
Gurgel et al., 2018; Vilchis et al., 2022b), a excepcion de G. mammillaris que no ha sido
caracterizado molecularmente en el area (Vilchis et al., 2022b), para este estudio tampoco

fue detectada molecularmente.

Aunque la delimitacion del complejo Gracilaria mammillaris se basa principalmente en
caracteristicas morfologicas, que pueden ser altamente influenciadas por la plasticidad
fenotipica de las especies (Dreckmann, 2002, 2012), su separacion filogenéticamente ha sido
confirmada (Gurgel et al., 2004a, 2018; Gurgel y Frederiqc, 2004; Lyra et al., 2015a, 2021,
Soares et al., 2018; Vilchis et al., 2022b). Esto fue corroborado en la topologia filogenética
obtenida en este estudio, donde las secuencias que correspondieron a G. flabelliformis
mostraron valores de distancia genética corregida y no corregida superiores al 2% en

comparacion con otras especies del complejo.

10.7 Morfologia

El andlisis de la morfologia externa de los apices, el patron de ramificacién, asi como el
grosor de los ejes terminales, mostro evidencia clara de la plasticidad fenotipica de
Gracilaria flabelliformis, reflejada en al amplio espectro de variacion morfologica observado
en los ejemplares examinados que correspondieron filogenéticamente a esta especie. Este

fendmeno de plasticidad fenotipica, donde un mismo genotipico puede producir diferentes
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fenotipos en respuesta a variaciones ambientales, es comdn en especies de macroalgas que

habitan en ambientes dinamicos (Demes et al., 2009; Gonzélez et al., 2012).

En cuanto a la correspondencia entre el fenotipo y genotipo, no se encontré concordancia ya
que se observo que diferentes morfotipos estuvieron asociados a un mismo haplotipo y
morfotipos similares correspondieron a haplotipos distintos. Este desacoplamiento entre la
morfologia y la genética dificulta la identificacion taxonOomica basada en caracteres
morfolégicos. En la correspondencia filogenética se identificaron dos especies diferentes a
Gracilaria flabelliformis (G. isabellana y G. damicornis), sustentado por la evidente
separacion de los clados, asi como por sus distancias genéticas, sin embargo, la morfologia
externa no muestra una evidente separacién, por lo que se sugiere un complejo criptico de
especies planas para el estado de Veracruz, donde presentaron distribucion simpatrica,
denominado complejo Gracilaria damicornis que incluye tres especies: G. flabelliformis, G.
isabellana y G. damicornis. Dicho complejo morfol6gicamente no puede distinguirse, pero
filogenéticamente muestran evidente separacién (Fig. 10). Se sugieren futuros estudios que
integren analisis de caracteres anatdmicos, asi como estudios que relacionen la morfologia
con el ambiente, que puedan identificar diferencias a nivel anatbmico que correspondan con

cada especie, asi como para conocer la respuesta morfoldgica al ambiente.
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11. CONCLUSIONES

De acuerdo con el andlisis de la region espaciadora de la RuBisCo se revel6 que las ocho
poblaciones de Gracilaria flabelliformis evaluadas en este estudio no constituyen unidades
genéticamente homogeéneas. Los resultados indican la presencia de una estructura y
diferenciacion poblacional significativa, sustentada por los valores de flujo genético, ®pt y
Fst. Esta diferenciacion se le atribuye a cierto aislamiento geografico en el estado de
Veracruz, donde se observo una alta concentracion de la diversidad haplotipica. De los 10
haplotipos resultantes, ocho fueron exclusivos para Veracruz, uno se compartié entre Playa
Mocambo-Costa de Oro en Veracruz y Bahia Tortugas en Campeche, mientras que para el
resto de las poblaciones de Campeche y Quintana Roo solo se presentd un haplotipo (R1) en
sus localidades. Esta alta variabilidad genética en Veracruz podria estar influenciada por su
notable heterogeneidad ambiental. En contraste, la notable monotonia haplotipica de
Campeche y Quintana Roo sustentada por los nulos valores de diversidad genética y una falta
de diferenciacion entre las poblaciones de estos estados podria estar relacionado con la
homogeneidad ambiental que caracteristica estas regiones, lo que podria limitar la

produccidn de variabilidad genética.

Se sugiere la presencia de un evidente cuello de botella que ha reducido significativamente
el flujo genético entre las poblaciones, limitando la variabilidad genética en Campeche y
Quintana Roo. Este evento fue corroborado mediante las pruebas de neutralidad y analisis de
historia demografica, los cuales refuerzan la hipotesis de un cuello de botella. Sin embargo,
a pesar de esta marcada estructura, se detecto un flujo genético bajo pero existente entre las
poblaciones del Golfo de México y Caribe mexicano. Este intercambio genético, aunque

limitado, evidencia que las poblaciones no estan completamente aisladas. Es importante
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mencionar, que esa conectividad genética entre estas dos regiones biogeograficas es
originada por Gracilaria flabelliformis, la cual demostré una amplia distribucion genética,
con su presencia en todas las localidades estudiadas, de hecho, corresponde al tnico haplotipo
hallado en las ocho poblaciones. La variabilidad genética hallada exclusivamente en
Veracruz parece estar relacionada con la presencia de dos especies adicionales segun el gen
rbcL: G. isabellana y G. damicornis, las cuales no se hallaron al menos genéticamente en

dos localidades Campeche ni en todas las de Quintana Roo, Unicamente en Veracruz.

Existe una relacion entre la distancia genética y la distancia geogréfica, la cual indica que a
medida que aumenta la distancia entre poblaciones, también lo hace la diferenciacion
genética. Esto sugiere que la conectividad genética entre las poblaciones de Veracruz y las
de Campeche y Quintana Roo se ha reducido significativamente debido a la distancia
geogréfica y posiblemente a barreras ecolégicas o ambientales, favoreciendo un patrén de
aislamiento genético en Veracruz. Este aislamiento ha permitido que los haplotipos
exclusivos se restrinjan a esta region, mientras que las poblaciones mas distantes, como las
del Caribe mexicano, comparten una mayor similitud genética debido a la falta de barreras

geogréficas o diferencias ambientales significativas.

La variacion genética encontrada en las ocho poblaciones no mostro correspondencia con la
variacion morfoldgica observada, ya que diferentes morfotipos correspondieron a un mismo
genotipo y morfotipos similares correspondieron a genotipos diferentes, por lo que hay un
evidente espectro de variacion morfoldgica en las poblaciones del Golfo de México y Caribe
mexicano. Esta variacion morfologica en relacion con lo obtenido por el anélisis filogenético,
sugiere un complejo criptico de especies que incluye a Gracilaria flabelliformis, G.

isabellana y G. damicornis, las cuales se diferencian genéticamente pero morfologicamente
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presentan similitud. Dicho complejo se restringe a Veracruz, en Campeche y Quintana Roo

parece estar presente Unicamente Gracilaria flabelliformis.

El conjunto de andlisis intraespecificos e interespecificos sugiere que las tres especies
halladas Gracilaria flabelliformis, G. isabellana y G. damicornis en Veracruz, las cuales se
sustentaron por el anélisis filogenético, asi como por sus distancias genéticas, presentan un
proceso de especiacion reciente que aun permite observar una evidente separacion a nivel

intraespecifico.
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12, PERPECTIVAS

Dada la complejidad del Atlantico mexicano, por sus aspectos geoldgicos, geograficos y su
compleja historia evolutiva, ofrece una oportunidad para profundizar en el estudio de la
variacion genética de sus especies. Los resultados obtenidos en esta tesis sobre Gracilaria
flabelliformis, sumados a estudios previos de otras especies como complejo G.
cornea/usneoides, Meristotheca cylindrica, Lobophora variegata y L. dispersa, muestran dos

patrones biogeograficos y evolutivos contrastantes que deben ser explorados a fondo.

En una perspectiva mas amplia, la investigacion filogenética y de genética de poblaciones en
la region del Atlantico mexicano debe enfocarse en esclarecer como la historia evolutiva de
la region han moldeado la diversidad actual. Los patrones observados hasta ahora sugieren
una dicotomia clara: mientras que el Golfo de México presenta una considerable
heterogeneidad ambiental y genética, el Caribe mexicano muestra una mayor homogeneidad,
lo que podria estar asociado con los procesos histéricos afectando de manera desigual a las

especies de ambas zonas.

Para comprender con profundidad la historia evolutiva que ha dado lugar a la diversidad, es
crucial realizar estudios filogeograficos comparados entre especies con distribucién
simpatrica en el Atlantico mexicano. Estos estudios no solo permitirian identificar patrones
comunes o divergentes en la evolucion de las especies, sino que también ayudaria a entender
como los procesos histdricos, tales como la formacion de barreras, cambios en las corrientes
0 el surgimiento de la Peninsula de Yucatan han moldeado la estructura genética al interior
de las poblaciones del Golfo de México y Caribe mexicano, y ademas permitiran vislumbrar

la influencia de la evolucion histdrica del area en los patrones filogeogréaficos.
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De igual manera, la influencia de factores ambientales debe ser considerada. En Veracruz,
por ejemplo, la heterogeneidad ambiental esta asociada con una mayor variabilidad genética,
mientras que en Campeche y Quintana Roo, donde las condiciones ambientales son mas
homogéneas, se observa una baja diversidad genética. Este tipo de analisis podria arrojar luz
sobre como las especies responden a los diferentes regimenes ecoldgicos y como estas

respuestas han moldeado su diversificacion y estructura genética.

Desde esta perspectiva, futuros estudios que combinen andlisis filogeograficos comparados,
datos ambientales y modelos de historia demogréfica seran fundamentales para reconstruir

la evolucion de las especies en el Atlantico mexicano.

Ademas, la comparacion entre los patrones filogeograficos encontrados para Gracilaria
flabelliformis y L. variegata contra los descritos para G. cornea/usneoides y Meristotheca
cylindrica sugirieron que corresponden a distintas historias espaciales, por lo que futuros
trabajos que implementen un andlisis de de reloj molecular podrian apoyaran a dar mayor

sustento a las hipotesis planteadas.

Dado que se encontrd un posible complejo criptico de especies en el cual las especies
presentan un amplio espectro de variacion morfologica, es por ello que se considera necesario
encontrar un conjunto robusto de caracteres diagnosticos que permita discriminar estas
especies cripticas en condiciones simpatricas. Por ello, un analisis de morfometria estadistica
se propone como una buena herramienta que permita discriminarlas, ademas de dar sustento

morfoldgico al sugerido complejo criptico.
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APENDICES

APENDICE 1. Resumen de datos por cada poblacién, con datos de colecta, de secuencias

de ADN vy referencias de herbario, asi como la informacidn de genes secuenciados (indicados

con "X") para cada individuo.

Genes secuenciados para cada

individuo
Clave Cloroplasto Mitocondria
de Clave de RuBisCo
Regidén Estado Localidad  colecta secuencia  Voucher spacer rbcL cox2-3 COI
EM4 MM4 X X X
EM5 MM5 X X X
EM9 MM9 X X X
EM19 MM19 X X X
EM1 MM1 X X X X
EM2 MM2 X X X X
EM6 MM6 X X X
EM7 MM7 X X X
EMS8 MM8 X X X
EM23 MM23 X X X
Morro de la
Mancha EM27  MM27 X
(MM) EM3 MM3 UAMIZ1523 X X
EG3 PM3 X
EG10A PM10A X
F5 PM5 X
F15 PM15 X X
F16 PM16 X X
F27 PM27 X X
EG19 PM19 X X
EG1 PM1 X X
EG6 PM6 X X
EG6A PM6A X
EG7 PM7 X X X
EG11A PM11A X X X
F11 PM11 X X
Playa  pog PM28 X
Golfo de Mocambo-
México Costa de Oro 732 PM32 X X
(GM) Veracruz (PM) EG8 PM8 UAMIZ1524 X X
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Campeche

Puerto Real
(PR)

Sabancuy
(SA)

EG9
EG10
EG12A
EG13
EG11
EG12
F4
F12
F20
F23
F30
EG14
EG15
EG16
EG17
EG5
EG2
EG4
EG18
F6
F22
F31
F9
F33
PR1
PR2
PR4
PR3
PR5
Sal
Sa2
Sa3
Sad
Sa5
Sa6
Sa7
Sa8
Sa9
Sal0
BT1
BT2

PM9
PM10
PM12A
PM13
PM11B
PM12
PM4
PM12B
PM20
PM23
PM30
PM14
PM15A
PM16A
PM17
PM5A
PM2
PM4
PM18
PM6
PM22
PM31
PM9YA
PM33
PR1
PR2
PR4
PR3
PR5 UAMIZ1525
SAl
SA2
SA3
SA4
SA5
SAG6
SA7
SA8
SA9
SA10 UAMIZ1526
BT1
BT2 UAMIZ1527

XX XX XXX XXX XX XXXXXXXXXXXX X X

X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X

X

X

X

X X X X X X X X X

X

X

X

X
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Caribe
mexicano
(CM)

Quintana
Roo

Bahia
Tortugas
(BT)

Playa Paraiso
(PP)

Playa
Xcalacoco
(PX)

BT3
BT5
BT6
BT7
BT8
BT9
BT10
BT11
BT12
BT13
BT15
BT16
BT17
BT18
BT19
BT20
BT21
BT22
BT23
BT4
BT14
PP1
PP2
PP3
PP4
PP5
PP6
PP7
PP8
PP9
PP11
PP13
PP15
PP16
PX1
PX2
PX3
PX4
PX5
PX6
PX8

BT3
BT5
BT6
BT7
BTS
BT9
BT10
BT11
BT12
BT13
BT15
BT16
BT17
BT18
BT19
BT20
BT21
BT22
BT23
BT4
BT14
PP1
PP2
PP3
PP4
PP5
PP6
PP7
PP8
PP9
PP11
PP13
PP15
PP16
PX1
PX2
PX3
PX4
PX5
PX6
PX8

UAMIZ1528

UAMIZ1529

X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X

X X X X X

X

X X X X

X X X X

X
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PX9
PX10
PX11
PX12
PX14
T1
T2
T3
T5
T6
T7
T8
T9

T10

Playa
Mirador, Ti1
Tulum (TU) T12

PX9 X
PX10 X
PX11 X
PX12 X
PX14 X
TUl X
TU2 X
TU3 X
TUS X
TUG6 X
TU7 X
TU8 X
TU9 X
TU10 X
TUl1 X
TU12 UAMIZ1530 X

X X X X

X

X X X X
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APENDICE 2. Matriz genética de la region espaciadora de la RuBisCo en formato ARP.

[Profile]
Title="Gracilariaflabelliformis"
NbSamples=8
GenotypicData=0
GameticPhase=1
RecessiveData=0
DataType=DNA
LocusSeparator=NONE
MissingData="?"
[Data]
[[Samples]]
SampleName="BT"
SampleSize=23
SampleData= {
1 11 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 21 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 31 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 41 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 51 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 6 1 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 71 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 81 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 91 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 101 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 111 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 121 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 131 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 141 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 151 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 16 1 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 171 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 18 1 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 191 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 201 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 211 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 221 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
1 231 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
}
SampleName="PM"
SampleSize=40
SampleData= {
2 11 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 21 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 31 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 41 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 51 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 6 1 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 71 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 81 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
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2 91 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 101 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 111 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 121 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 131 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 141 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 151 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 16 1 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 171 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 18 1 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 191 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 201 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 211 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 221 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 231 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 241 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 251 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 26 1 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 271 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 281 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 291 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 301 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 311 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 321 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 331 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 341 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 351 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 36 1 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 371 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 381 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 391 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
2 401 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
}

SampleName="MM"

SampleSize=12

SampleData= {
3 11 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
3 21 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
3_ 31 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
3 41 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
3 51 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
3_ 6 1 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
3_ 71 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
3 81 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
3 91 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
3_101 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
3 111 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
3 121 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
}

SampleName="PR"

SampleSize=3

SampleData= {
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4 11 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
4 21 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
4 31 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
}

SampleName="SA"

SampleSize=10

SampleData= {
5 11 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
5 21 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
5 31 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
5 41 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
5 51 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
5 6 1 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
5 71 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
5 81 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
5 91 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
5 101 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
}

SampleName="PP"

SampleSize=13

SampleData= {
6_11 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
6 21 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
6 31 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
6_41 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
6 51 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
6 6 1 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
6 71 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
6_81 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
6 91 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
6 101 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
6_111 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
6_121 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
6 131 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
}

SampleName="PX"

SampleSize=12

SampleData= {
7 11 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
7 21 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
7_31ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
7 41 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
7 51 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
7 6 1 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
7 71 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
7 81 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
7 91 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
7 101 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
7 111 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
7 121 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT

}
SampleName="TU"
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SampleSize=11

SampleData= {
8 11 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
8 21 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
8 31 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
8 41 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
8 51 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
8 6 1 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
8 71 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
8 81 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
8 91 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
8 10 1 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT
8 111 ATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTT

¥
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APENDICE 3. Matriz geografica para el analisis de SAMOVA en formato ARP.

coONO Ol A~ WN -

"BT" 91.01
"PM" 96.09
"MM" 96.38
"PR" 91.19
"SA" 91.53
"PP" 86.96
"PX" 87.03
"TU" 87.45

19.11
19.15
19.59
18.99
18.78
20.76
20.66
20.17

PR RRRPRR R
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APENDICE 4. Matriz geogréafica para la prueba de Mantel en formato GEO. PM: Playa
Mocambo-Costa de Oro. MM: Morro de la Mancha. BT: Bahia Tortugas. PR: Puerto Real.

SA: Sabancuy. PP: Playa Paraiso. PX: Playa Xcalacoco. Tu: Tulum.

PM MM BT PR SA PP PX TU
0.000 PM
57.873  0.000 MM
533.842  565.476  0.000 B-T
515.513  548.444 22.931  0.000 PR
481.667 517.105 65.679 42754  0.000 SA
971.508  991.639  461.934  484.478  526.770  0.000 PP
962.177  982.844  450.672 473.152 515356  13.223  0.000 PX
912.386  935.886  391.608  413.624 455179 82.816 69.604 0.000 |TU
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APENDICE 5. Secuencias del GenBank empleadas en los analisis filogenéticos.

Numero de acceso

Referencia de la

Especie Localidad al GenBank publicacion
Gracilaria )
mammillaris  USA: Los Angeles AY049323 Gurgel y Fredericq, 2004
Polinesia Francesa:
Islas de la Sociedad, ORB860610
Moorea. Vieira et al., 2023
Gracilaria Brasil: Santa Catarina KP252358 Lyraetal., 2015a
isabellana Brasil MW?723547 Lyraetal., 2021
Brasil: Santa Catarina,
Ponta das Canas KP252957 Lyraetal., 2015a
Gracilaria USA: Florida AY049326 Gurgel y Fredericq, 2004
damaecornis  Brasil: Bahia KR862870 Lyraetal., 2015b
Gracilaria Brasil MW723532
silviae Brasil MW723536 Lyraetal., 2021
Brasil: Rio Grande del
Gracilaria Norte, Diogo Lopes KP252956 Lyraetal., 2015a
curtissiae Venezuela AY049340
Gracilaria Panama AY049318
ornata Panamé KP210235 Gurgel y Fredericq, 2004
Brasil: Ceara,
Paracuru, Pedra MF543345
Rachada
Gracilaria Brasil: Ceara,
suzzanneae Fortaleza, Farol Beach MF543346 Soares et al., 2018
México MW924218 Vilchis et al., 2022b
Gracilaria
occidentalis ~ USA: Los Angeles AY049322
Venezuela AY049337
USA: Walton Rocks, AY049354
Florida
Venezuela: Isla
Gracilaria Margarita AY049345 Gurgel y Fredericq, 2004
flabelliformis  México MW924220 Vilchis et al., 2022b
Gracilariopsis  USA: North Carolina, AY049412
carolinensis  Willmington
Gracilariopsis ~ México: Veracruz, AY049406

cata-luziana

Anton Lizardo

Gurgel et al., 2003
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APENDICE 6. Detalles de los individuos analizados con la region espaciadora de la

RuBisCo. Se presenta el sitio de colecta, el haplotipo presente en cada individuo, asi como

su frecuencia en la poblacion, referencias de herbario y numero de acceso al Genbank.

. NUmero de
) . . Haplotipo Clave del
Region Localidad | Sitio de colecta ] o Voucher acceso del
(frecuencia) | individuo
Genbank
EM4 PQ367393
EM5 PQ367394
R1 (33%)
EM9 PQ367395
EM19 PQ367396
R5 (8.5%) EM1 PQ367397
El Morro de la EM2 PQ367398
UAMIZ1523
Mancha (MM)
Golfo de EM6 PQ367399
México | Veracruz EM7 PQ367400
(GM) R6 (50%)
EM8 PQ367401
EM23 PQ367402
EM27 PQ367403
R7 (8.5%) EM3 PQ367404
Playa EG3 PQ367405
Mocambo-
R1 (17.5%) EG10A UAMIZ1524 | PQ367406
Costa de Oro
(PM) F5 PQ367407
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F15

F16

F27

EG19

R2 (62.5%)

EG1

EG6

EG6A

EG7

EG11A

F11

F28

F32

EG8

EG9

EG10

EG12A

EG13

EG11

EG12

F4

PQ367408

PQ367409

PQ367410

PQ367411

PQ367412

PQ367413

PQ367414

PQ367415

PQ367416

PQ367417

PQ367418

PQ367419

PQ367420

PQ367421

PQ367422

PQ367423

PQ367424

PQ367425

PQ367426

PQ367427
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F12

F20

F23

F30

EG14

EG15

EG16

EG17

EG5

R3 (5%)

EG2

EG4

R4 (2.5%)

EG18

RS (2.5%)

F6

RO (7.5%)

F22

F31

F9

R10 (2.5%)

F33

Campeche

Puerto
(PR)

Real

R1 (100%)

PR1

PR2

PR4

UAMIZ1525

PQ367428

PQ367429

PQ367430

PQ367431

PQ367432

PQ367433

PQ367434

PQ367435

PQ367436

PQ367437

PQ367438

PQ367439

PQ367440

PQ367441

PQ367442

PQ367443

PQ367444

PQ367445

PQ367446

PQ367447
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Sabancuy (SA)

R1 (100%)

Sal

Sa2

Sa3

Sa4

Sab

Sab

Sa7

Sa8

Sa9

Sal0

UAMIZ1526

Bahia Tortugas
(BT)

R1 (91%)

BT1

BT2

BT3

BT5

BT6

BT7

BT8

BT9

BT10

BT11

UAMIZ1527

PQ367448

PQ367449

PQ367450

PQ367451

PQ367452

PQ367453

PQ367454

PQ367455

PQ367456

PQ367457

PQ367458

PQ367459

PQ367460

PQ367461

PQ367462

PQ367463

PQ367464

PQ367465

PQ367466

PQ367467
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BT12

BT13

BT15

BT16

BT17

BT18

BT19

BT20

BT21

BT22

BT23

R2 (9%)

BT4

BT14

Caribe
mexicano
(CM)

Quintana

Roo

Playa Paraiso
(PP)

R1 (100%)

PP1

PP2

PP3

PP4

PP5

PP6

PP7

UAMIZ1528

PQ367468

PQ367469

PQ367470

PQ367471

PQ367472

PQ367473

PQ367474

PQ367475

PQ367476

PQ367477

PQ367478

PQ367479

PQ367480

PQ367481

PQ367482

PQ367483

PQ367484

PQ367485

PQ367486

PQ367487
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PP8

PP9

PP11

PP13

PP15

PP16

Playa
Xcalacoco (PX)

R1 (100%)

PX1

PX2

PX3

PX4

PX5

PX6

PX8

PX9

PX10

PX11

PX12

PX14

UAMIZ1529

Playa Mirador,
Tulum (TU)

R1 (100%)

T1

T2

UAMIZ1530

PQ367488

PQ367489

PQ367490

PQ367491

PQ367492

PQ367493

PQ367494

PQ367495

PQ367496

PQ367497

PQ367498

PQ367499

PQ367500

PQ367501

PQ367502

PQ367503

PQ367504

PQ367505

PQ367506

PQ367507
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T3

T5

T6

T7

T8

T9

T10

T11

T12

PQ367508

PQ367509

PQ367510

PQ367511

PQ367512

PQ367513

PQ367514

PQ367515

PQ367516
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