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Taxonomiay relaciones filogenéticas del género Polysiphonia (Ceramiales,
Rhodophyta) basada en el gen rbcL plastidial.

1. RESUMEN

El género Polysiphonia es un alga roja que comprende aproximadamente 200 especies en
todo el mundo y 44 para México. Se distribuye en el Océano Pacifico, Atlantico, indico, asi
como en regiones tropicales y templadas. Debido a su amplia distribucion geogréfica es
considerada una especie clave en la ecologia de las comunidades bentonicas marinas y
por lo tanto indispensable en el conocimiento taxondmico para la estimacion de la
diversidad que circunda al género Polysiphonia sensu lato. En los ultimos afios se han
realizado varios trabajos sobre la reevaluacion taxondmica del grupo y muchos de ellos
han considerado la recopilacién de informacién morfol6gica y molecular para hacer mas
robusta su diagnosis y posicién filogenética respecto a otros grupos.

En el presente estudio se retoman los principales caracteres morfolégicos que se utilizan
para la identificacion de especies y géneros de los grupos Polysiphonia, Neosiphonia y
Multipericentral. Se construye con los genes rbcL y 18S RNA ademas de 13 caracteres
anatomicos un arbol final bayesiano para conocer la topologia en una evidencia total de
los caracteres antes descritos. Por otro lado se mapea en un arbol de maxima
verosimilitud de ambos genes los siguientes caracteres morfolégicos bajo un contexto
filogenético: disposicion de los tricoblastos en las ramas laterales, nimero de células
pericentrales, ausencia o presencia de células corticales, arreglo de los tetrasporangios y
conexion de los rizoides con las células pericentrales. Se discuten las principales
diferencias entre el presente trabajoy las propuestas de previos estudios que basan sus
resultados en andlisis de maxima parsimonia, asi como la interpretacion que estos
mismos dan respecto a la topologia de sus arboles combinando caracteres morfoldgicos
con moleculares. Se discuten algunos conceptos como “autapomorfias” 6 “evolucion en
paralelo” para comparar los resultados de otras publicaciones y los obtenidos en el

presente trabajo a fin de esclarecer dichas diferencias.

Se concluye que los caracteres: numero de células pericentrales, arreglo de los
tetrasporangios y tipo de conexion de los rizoides con las células pericentrales son
aquellos que juegan un papel importante en la delimitacién y reevaluacion de los grupos

antes mencionados.



2. INTRODUCCION

Las algas son organismos eucariontes fotoautétrofos productores de oxigeno con
niveles de organizacion diversos. Las algas se encuentran en todas partes del mundo,
forman estructuras que pueden resistir temperaturas extremas, desecacion o largos
periodos de latencia (Gonzélez, 1987). En las ultimas décadas la taxonomia ficol6gica ha
cambiado considerablemente debido a los aportes de nuevas tecnologias, como la
biologia molecular, la microscopia electrénica y herramientas bioinforméaticas.

2.1 El Reino Protistay las Algas

En la actualidad sabemos que durante la era perteneciente al Paleoproterozoico
hace aproximadamente 2500 a 1600 millones de afios se origino el primer fenémeno de
endosimbiosis celular entre un organismo eucarionte y uno procarionte de acuerdo con
analisis bayesianos y reloj molecular (Douzery et al., 2004). Originando una de las
grandes radiaciones entre los primeros grupos fotosintéticos en la tierra tales como las
algasrojas, las algas verdes, las Glaucophyta y las mismas plantas (Yoon et al., 2004). La
aparicion de estos organismos (algas y plantas) modificaron drasticamente los
ecosistemas en la tierra haciendo posible la presencia de nuevos grupos biolégicos y la

aparicion de nuevos nichos tanto en el mar como la tierra.

2.2 Las Rhodophyta

Uno de los grupos mas importantes de algas son las (Rhodophyta) o también
llamadas algas rojas. Estas forman un grupo de organismos eucariontes caracterizados
por cloroplastos que contienen clorofila a y d dentro de sus plastidios, ademas de,
ficoeritrina, ficocianina y aloficocianinas como pigmentos fotosintéticos accesorios
(Freshwater, 1994). Una de las caracteristicas particulares de este grupo es la presencia
de “pit connections” microplasmodesmos los cuales son, conexiones entre dos células
apicales durante el proceso de division celular (Cole y Sheath, 1990). Estas conexiones
consisten de material electrodenso rodeados por una membrana aplanada llamada “plug
cap” (Maddison y Schulz, 2007) (Figura 1).

Otras caracteristicas filogenéticamente importantes son la ausencia de flagelo y
centriolos en cualquiera de sus fases reproductivas (Cole y Sheath, 1990); ademas de
presentar ficobilisomas, membranas tilacoidales no apiladas y carecer de una membrana
endoplasmatica que rodea los plastidios (Maggs et al., 2007). También presentan almidén



de reserva contenidos en depésitos dentro del citoplasma mejor conocidos en inglés como
“Floridean starch” (Maddison y Schulz, 2007).

Este grupo es numeroso y diverso, se reportan de 5000 a 6000 especies con
formas de organizacion que van desde unicelulares hasta pluricelulares pueden
presentarse de vida libre o asociadas a otras especies tanto marinas como de agua dulce
en la mayoria de los mares y océanos del mundo (Keeling, 2010).

Figura 1. Imagen que muestra un “Pit connection” (PC) de una Ceramial entre dos células
apicales con una membrana aplanada “Plug Cap” (pC) que rodea al material electrodenso,

cloroplastos (C), una membrana plasmatica que delimita cada célula apical (M) y una pared
celular (P).

2.3 Historia de las Rhodophyta

Los primeros registros paleontologicos con formas parecidas a las rodofitas se
remontan de hace 2,000 millones de afios, siendo uno de los registros fosiles mas antiguo
Bangiomorpha pubescens que data de hace 1,200 millones de afios en la Formacion
Hunting en la region del artico Canadiense. Para 1998 al menos ocho fosiles descritos en
Doushantou una formacion China del finales del Proterozoico (600-550 millones de afios)
pertenecian a formas reproductivas pertenecientes a las algas rojas, mismo periodo en el
cual las evidencias paleontolégicas suponen la separacidn entre los grupos
Bangiophyceae y Florideophyceae (Saunders y Hommersand, 2004).



En contraste, estudios moleculares que se basan en la subunidad corta de ADN ribosomal
(SSU rDNA) del nucleo sugieren que las algas rojas se separaron de las algas verdes
hace 1,500 millones de afios aproximadamente; asi como la separacion del mayor grupo
de Florideophyceae, antes de la aparicion de las plantas hace 460 millones de afios
(Saunders y Hommersand, 2004).

Finalmente para hacer mas clara su clasificacion estudios posteriores basados en
evidencia molecular, proponen dos Phyla dentro del grupo: Cyanidiophyta y Rhodophyta
(Yoon et al, 2006). Dentro de Rhodophyta 4 clases: Rhodellophyceae,
Compsopogonophyceae, Bangiophyceae y Florideophyceae (Saunders y Hommersand,
2004) y posteriormente agregando dos clases: Porphyridiophyceae y Stylonematophyceae
(Yoon et al., 2010).

2.4Los genes rbcL plastidial y 18s RNA ribosomal en la sistematicafilogenética de

las Rhodophyta

De los 18 genes mas empleados para reconstruir filogenias en algas rojas los mas
importantes por su resolucion filogenética son: el gen nuclear 18s RNA ribosomal y el gen
de plastidio rbcL subunidad larga (Cuadro 1).

Por su parte el gen rbcL explica las radiaciones mas recientes en Rhodophyta y otros
grupos derivados de la segunda endosimbiosis (Morden et al., 1992). Este gen codifica
para la subunidad larga de la enzima ribulosa 1,5 — bifosfato — carboxylasa — oxigenasa:
esta region presenta diferentes tamafios en grupos de algas rojas, por ejemplo el género
Osmundea con 1250 pb (Nam et al., 2000) y para el género Ceramium entre 1434 y 1467
pb (Cho et al., 2003). Esta enzima esta compuesta por ocho subunidades largas y ocho
cortas, en el caso de algas rojas ambas estan codificadas por genes plastidiales, esto de
observo en estudios apoyados en especies y poblaciones de Gracilaria y Gymnogongrus
(Freshwater et al., 1994).

El gen rbcL en comparacion con el gen nuclear 18s RNA ribosomal presenta mayor tasa
de cambios mutacionales. Esta caracteristica es una herramienta util para resolver
relaciones interespecificas e intergénicas; sin embargo puede conducir al colapso de
ramas y formacion de politomias en diferentes grupos de organismos cuando se realizan
estudios filogenéticos a niveles taxondmicos supraespecificos (Felsenstein, 1978). Por
otra parte este marcador se caracteriza por la ausencia de eventos de inserciones-



deleciones conservando regiones importantes como rasgo de los procesos evolutivos.

Marcadores filogenéticos para algas rojas y sus frecuencias de uso en 156 estudios

Genoma Marcador Tipo Referencia Frecuencia
Nuclear 5S ADN Ribosomal Hori et al. (1985) 3
18S ADN Ribosomal Bhattacharya et al. (1990) 62
28S ADN Ribosomal Freshwatery Bailey (1998) 21
Region ITS Dos espaciadores ribosomales Steane et al. (1991) 17
Actina Gen Hoef-Emden et al. (2005) 1
Mitocondrial cox1 Gen Saunders (2005) 1
cox2-3 Espaciadorintergénico Zuccarello et al. (1999) 11
Plastidial 16S ADN ribosomal Olson et al. (2005) 3
rbcL Gen Freshwater et al. (1994) 77
rbcS Gen Lee et al.(2001) 2
Rubisco espaciador Espaciador intergénico Destombe y Douglas (1991) 22
psaA Gen Yang y Boo (2004) 3
psaB Gen Yoon et al. (2004) 1
psbA Gen Seo et al. (2003) 4
psbC Gen Yoon et al. (2002, 2006) 1
psbD Gen Yoon et al. (2002, 2006) 1
tufA Gen Yoon et al. (2004) 1
Marcadores URP Genes y espaciadores Provan et al. (2004) 1

Cuadro 1. Marcadores filogenéticos para las algas rojas y sus frecuencias de uso en 156 estudios
filogenéticos. Elmarcador nuclear 18s Ribosomal el mas usado en esta categoriay el marcador
rbcL de plastidio con mayor frecuencia como marcador plastidial para estudios filogenéticos
(modificado de Maggs et al., 2007).

Otros marcadores nucleares que se han utilizado en la investigacién filogenética
son aquellos genes no codificantes del ADN ribosomal los cuales estan ordenados en
unidades de transcripcion idéntica y repetidas muchas veces. Las unidades de
transcripcién de los eucariontes estan compuestas por genes que codifican para el ARN
18S (SSU ADNIr), 5.8S Y 28S (LSU ADNr) y entre estos genes estan los espaciadores
denominados ITS (Figura 1. 2) (Hershkovitz et al., 1999).

La segunda region de interés para el presente estudio es el gen18S el cual tiene una
longitud de aproximadamente 1800 pares de basesy esta compuesta por un mosaico de
regiones conservadas (universales) y semiconservadas y variables, las cuales tienen

diferentes resoluciones filogenéticas ademas de ser muy empleadas para resolver



relaciones filogenéticas a categorias taxonomicas mayores (Hillis y Dixon, 1991). Por otro
lado esta gen ha sido muy util para resolver relaciones filogenéticas dentro de las

rodofitas y con respecto a otros grupos de especies (Ragan et al., 1994).

Cistrén
IGS Ribosomal

[ 1 [ ] I | [ ]

ITS1 ITS2

3’ETS

Regiéon ITS

Figura 1.2 Organizacion del ADN ribosomalde la region ITS de una célula eucaridtica. Se muestra
un detalle delcistron ribosomal, con lalocalizacion y longitud relativa de los genes 18S, 5.8S, 285
y delos espaciadores externos(ETS) e internos (ITS) transcritos (Tomado y modificado de Diaz,
2008).

3. ANTECEDENTES
3.1 El Género Polysiphonia

La historia nomenclatural del género Polysiphonia inicia con el nombre de
Hutchinsia, el cual primeramente fue propuesto por C. Agardh (1817), sin embargo el
nombre ya habia sido utilizado por Robert Brown in Aiton (1812), para plantas cruciferas,
esto provoco que por regla nomenclatural de precedencia se cambiara al propuesto por
Greville (1823), Polysiphonia, con el estatus de nomen conservandum (nom. cons.) (Guiry
y Guiry, 2012).

Actualmente el género Polysiphonia se ubica dentro de la division Rhodophyta, en
la clase Florideophyceae, en el orden Ceramiales y contenidas dentro de la familia
Rhodomelaceae (Freshwater, 1994). Actualmente las nuevas clasificaciones retoman
informacién morfol6gica y molecular paraevaluar de una manera mas robusta el nimero
de especies que deberian ser colocadas dentro del género Polysiphonia considerando las

sinonimias y nombres que actualmente reconocen a este grupo.



Morfolégicamente las caracteristicas diagnosticas del género son las siguientes:
en la fase vegetativa el desarrollo del talo estd compuesto por ramas cilindricas
polisifonicas en un sistema de desarrollo primario, principalmente con crecimiento
indeterminado y con la presencia de ramas postradas. Por otro lado pueden presentar
tamafos muy variables, por ejemplo de 10 a 20 mm en Polysiphonia sertularioides y de 10

a 15 cm en P. senticulosa (Hollenberg, 1942).

Los rizoides en su mayoria son unicelulares, formados por células pericentrales las
cuales pueden estar o no separadas por una pared celular (conexién cerrada o conexién
abierta) con estas mismas. El nimero de células pericentrales puede variar en cantidad
teniendo de 4 a 25, el niUmero suele caracterizar a las especies, algunas de estas pueden
presentar células corticales que se forman de las células pericentrales (Kim et al., 2000).
Frecuentemente la célula apical en las ramas principales forma ramas con crecimiento
exdgeno, en espiral, de dos tipos, tricoblastos monosifonicos y ramas polisifénicas; los
tricoblastos sin la presencia de cloroplasto y en ocasiones por la ruptura o caida de
algunos de ellos se forman las “células cicatriz’ dejando atras la células basales (Greville,
1823 en Guiry y Guiry, 2012).

Las plantas gametangiales generalmente son dioicas, con nacimiento
espermatangial en capitulos cilindricos o piramidales, en sustitucion de un tricoblasto o en
una de las ramas inferiores a estos, con o sin una célula terminal estéril. El nacimiento de
las ramas carpogoniales se forma en sustitucion de tricoblastos, pero en ramas
polisifonicas cortas. Las células del pericarpo estan rodeando los primeros estadios del
procarpo y normalmente hay un tricoblasto asociado. Despuésde la fertilizacion existe un
crecimiento del pericarpo para formar una variedad de estructuras globosas, el cistocarpo,
en los cuales grandes carposporangios se producen en pequefios gonimoblastos que
emergen de la fusion de una célula, proceso que se lleva a cabo para formar el
carpogonio maduro (Kim et al., 2000). Respecto a las ramas espermatangiales se forman
en las ramas polisifonicas del gametofito masculino con la excepcién de dos o0 mas
segmentos proximales de los apices de estas prolongaciones, estos mismos segmentos
formaran las células pericentrales (Kim et al., 2000). Estas células llegaran a ser las
células espermatangiales madre.

Después de la fertilizacion entre las células sexuales del gametofito masculino y femenino
llegaran a formar y cortar gonimoblastos hasta la formacion del cistocarpo maduro que

originara las carposporas (Kim et al., 2000), proceso que forma parte de la fase



gametangial. En la fase tetrasporofitica los tetrasporangios se producen en plantas
diploides que son isomérficas con el gametofito, esta fase es el producto de la maduracion
de las carposporas diploides. Los tetrasporangios estan divididos en forma tetraédrica,
distribuidos en las partes distales de las ramas tetrasporangiales con disposicion en
espiral o linea recta (Greville, 1823 en Guiry y Guiry, 2012). Estas a su vez formaran las
tetrasporas que maduraran y formaran nuevamente los gametofitos masculinos o

femeninos de Polysiphonia (Figura 2.1y 2.2).

a)Fase gametangial masculina con espermatangias b)Fase gametangial femenenina
con cistocarpos c)Fase tetrasporofitica con tetrasporangios

Figura 2.1. Desarrollo de Polysiphonia mostrando la fase gametangial masculina, femeninay la
fase tetrasporofitica.




a) Talo polisifénico de Polysiphonia, b) Tricoblastos en el apice de un talo polisifénico en la fase vegetativa,
c) Corte transversal de un talo polisifonico mostrando células pericentrales, d) Fragmento de un talo polisifénico

Figura 2.2. Desarrollo de Polysiphonia mostrando la fase vegetativa.




3.2 El género Polysiphonia: distribucion geogréfica y héabitat

Polysiphonia, un grupo de algas rojas, es una especie que suele encontrarse en
las rocas y como epifita, aveces en asociacion con animales marinos como tortugas; es
intermareal en todos los niveles, y a menudo en charcos y surcos de poca profundidad.
Su distribucion mundial abarca Europa, Islas del Atlantico, Norte y Sudamérica, Africa y
Asia (Guiry y Guiry, 2012).

Es considerada una especie cosmopolita y podemos encontrarla ampliamente distribuida
en los Océanos Pacifico y Atlantico y con menor distribucion geogréafica en los Océanos
indico, Artico y regiones entre Europa y Africa como el mar Mediterraneo (Figura 3),(Guiry
y Guiry, 2012).

Océano Artico

Océang Atlantico
Costa Europea

Océano Atlantico
osta Sudamericana

Océano Pacifico
Costa Sudamericana y
Norteamericana

Océano Indico

Océano Atlantico
Costa Africana

Oceano Pacifico
Costa Australiana y de Nueva Zelanda [

Figura 3. Distribucidn geogréfica delgénero Polysiphonia en el mundo

En México es interesante la distribucién del género ya que se encuentra desde la costa
del Pacifico templado que comprende a partir de Baja California norte hasta regiones
cercanas a las costas de Oaxaca o Pacifico tropical (Senties, 1993). Polysiphonia tiene
una amplia distribucién geografica en el océano Pacifico a diferencia del Golfo de México
y lo que comprende el mar caribe (Figura 4). Por otro lado por estudios anteriores se
habian reportado 68 especies para el territorio de México (Gonzalez et al., 1996, Ortega et
al., 2001, Senties, 1993).
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Sin embargo en la actualidad solamente 44 estan reconocidas como Polysiphonia en
México (Guiry y Guiry, 2012) de las cuales la mayor parte se encuentran distribuidas en el
Pacifico Mexicano. Para el mundo existen en total 192 especies de éste género

reconocidas nomenclaturalmente.
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Océano Pacifico < . i

Pacifico tropical Mexicano

Golfo de California, Peninsula de Baja California, Mar de Cortés, Regiones de Jalisco, Michoacan y Colima,
Guerrero, Oaxaca, Golfo de México en estados como Tamaulipas, limtantes de Veracruz, Tabasco y Campeche
asi como cercanias al mar Caribe en los estados de Quintana Roo v Yucatan

Figura 4. Distribucién geografica del género Polysiphonia para el terrtorio de México
3.3 Importancia ecoldgica de Polysiphonia

El género Polysiphonia en los arrecifes de coral forma parte de los tapetes algales,
importantes para peces como la especie Stegastes nigricans, que suele defender su
territorio de otros animales herbivoros, esta especie regula los tapetes algales al mismo
tiempo que cuida su territorio, efecto que condiciona la estructura de las comunidades de
las algas bénticas en ese ecosistema (Hata et al., 2002). Polysiphonia prolifera por este
tipo de interaccion mutualista, permitiéndole ventajas de crecimiento sobre otras algas
(Hata et al., 2010). Por otra parte esta interaccion mutualista se lleva a cabo en un
extenso territorio que comprende el Pacifico oriental y el Océano indico. A su vez estos
tapetes algales son ricos en biomasa, altamente productivos ademas de permitir la
fotosintesis de algas en ambientes marinos especialmente especies filamentosas que
pertenecen a las Rhodophyta (Hata et al., 2010).
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3.4 Ciclo de vida del género Polysiphonia

El ciclo de vida en las Rhodophyta consiste de tres fases (Trifasico). En
Polysiphonia se lleva a cabo por una fase gametangial, una carposporangial y una ultima
tetrasporangial. La parte gametangial (haploide) contienen los gametofitos los cuales
producen los espermacios y carpogonios (haploides) este ultimo sigue unido al talo
gametofito (aun después de la fecundacion). Estas dos células diferenciadas se uniran
para formar una célula diploide y después de ésta fecundacion el nucleo diploide migra y
se fusiona con una célula auxiliar (Saunders y Hommersand, 2004). Después de esto una
compleja serie de fusiones llevara a la célula a formar el carposporofito, ésta es otra fase
(carposporangial) (Kim et al., 2000). Por consiguiente se lleva a cabo por mitosis la
formacion de carposporas (diploides) que maduraran y formaran el tetrasporofito, donde
se forman por meiosis las tetrasporas (haploides) la cuales daran origen nuevamente al

gametofito masculino o femenino y asi nuevamente hasta la fecundacion (Figura 5).

Ciclo de vida de Polysiphonia

Ramas espermatangiales
1 Gametofito masculino
£on espermacios (n)

Ramas carpogoniales
Gametofito femenino (n)

3 Espermacios

4  Fecundacion del aparato
carpogonial por espermacios

5 Fusidn del nicleo diploide (2n) con
célula auxiliar y tricégina

Formacion del cistocarpo con
carposporofito (2n) y liberacion
de las carposporas (2n)

7 Formacion del tetrasporofito (2n)

Liberacion y generacion de
as tetrasporas

o

Macduracion de las tetrasporas en
gametofitos masculinos o femeninos

w

Figura 5. Ciclo de vida general de Polysiphonia
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3.5 Reevaluacion enlaclasificacion del género Polysiphonia

La delimitacion del género Polysiphonia esta basada en el holotipo Polysiphonia
urceolata que en la actualidad es una sinonimia de Polysiphonia stricta, designacién que
fue utilizada para agrupar las especies de Polysiphonia dentro del grupo. Sin embargo la
diagnosis original difiere de la mayoria del resto de los miembros que pertenecen al
género ya que no todas presentan cuatro células pericentrales y carecen de células
corticales como en P. stricta (Kim et al., 2000). Otras caracteristicas como la ausencia de
tricoblastos, rizoides no septados, arreglo de tetrasporangios en linea recta y la ausencia
de una cubierta celular postesporangial se consideran caracteres que pueden o no
presentarse en la diagnosis original para delimitar el género Polysiphonia (Kim et al.,
2000).

Esto ha llevado a incluir a muchas de éstas especies dentro del género Neosiphonia lo
cual se considera una alternativa para su reevaluacion debido a que agrupala mayoria de
las caracteristicas morfolégicas que se excluyen en la diagnosis original del grupo como
la ausencia de ramas postradas, ramas laterales con tricoblastos en segmentos
sucesivos, procarpos con tres células en las ramas carpogoniales (Kimy Lee, 1999); asi
como la presencia de rizoides en conexion cerrada y el arreglo en espiral de los
tetrasporangios (Kim, 2003). Posteriormente se ha propuesto un grupo multipericentral
para agrupar aquellas especies con talos polisifénicos que presentan mas de 4 6 5 células

pericentrales (Choi et al., 2001).

Existe una fuerte polémica sobre la delimitacion de Polysiphonia porque la mayoria de los
caracteres diagnésticos suelen presentarse tanto en Polysiphonia, Neosiphonia y el grupo
Multipericentral. De acuerdo a esto en Choi et al. (2001) por el método de Maxima
Parsimonia se obtuvo una filogenia representativa que combinaba datos moleculares con
morfologicos y delimitaba los tres grupos principales; sin embargo las evidencias
mostraron un gran numero de evoluciones en paralelo asi como grupos no monofiléticos
encontrados en dicho analisis, no olvidando estudios similares como en Stuercke y
Freshwater (2008).

Por la importante presencia que el género Polysiphonia tiene en México (Pedroche y
Senties 2003; Senties, 1993), las especiesregistradas en México en este trabajo también
recopilan los caracteres mas importantes como en previos estudios entre los cuales

destacan : numero de células pericentrales, presencia o ausencia de corticacion, arreglo
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de los tetrasporangios, tipo de conexion entre los rizoides y las células pericentrales, asi
como tricoblastos separados por uno o0 mas segmentos internodales. A diferencia de Choi
etal. (2001) y del estudio morfol6gico de Kim et al. (2000), el presente trabajo esta hecho
bajo el método de reconstruccion de caracteres ancestrales por el método de Maxima
Verosimilitud interpretando de diferente manera los resultados en la delimitacion del
género a comparaciéon de los anteriores trabajos. Este trabajo tiene una interpretacion
filogenética semejante al estudio por De Clerck et al. (2006) también utilizando métodos
filogenéticos basados en Maxima Verosimilitud en los cuéles se mapean los caracteres
morfoldgicos uno por uno a diferencia de Choi et al. (2001).

Finalmente la reevaluacion para estudios futuros al presente trabajo tiene como principal
objetivo evaluar las caracteristicas diagndésticas del género Polysiphonia y llevar estos
estudios a una clasificacion mas robusta. Ademas tener conocimiento de los genes mas
empleados para la reconstruccion filogenética en las rodofitas (Verbruggen et al., 2010) y
sobre algunos conceptos para delimitar especies por su referencia geografica para futuros

trabajos como en Mclvor et al. (2001).
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4. JUSTIFICACION

Este trabajo surge a partir de la incorporacion de herramientas filogenéticas basadas
en secuencias moleculares, a la taxonomia morfolégica. En México la inclusién de este
tipo de herramientas es particularmente escasa para algas marinas; asi, la importancia de
este trabajo es proveer de informacién basica sobre la incorporaciéon de nuevas
metodologias, aplicadas a este grupo, tomando como modelo especies mexicanas del
género Polysiphonia (Rhodomelaceae, Rhodophyta).

El presente estudio es de tipo analitico, sumandose a trabajos realizados en areas como
la sistematica molecular, la taxonomia morfolégica y de estudios comparativos para
especies mexicanas de Polysiphonia.

Ademas este trabajo retine y trata de hacer integrativa algunos aspectos de la taxonomia
morfolégica, bajo las nuevas propuestas moleculares a fin de orientar su papel en el
fortalecimiento de la taxonomia de las algas rojas en México, tomando como ejemplo el
género Polysiphonia.
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5.

OBJETIVO

Objetivo general

Evaluar algunos caracteres morfoldgicos de importancia taxonOmica, para
especies de Polysiphonia registradas en México, bajo un contexto filogenético con
caracteres moleculares depositados en el National Center for Biotechnology
Information (NCBI), a fin de analizar su estatus filogenético entre las

Rhodomelaceae.

Objetivos particulares

1.

Revisar el estatus nomenclatural actual de especies de Polysiphonia registradas
para México.

Reconocer y elegir caracteres morfoldégicos diagndsticos y moleculares de las
especies de Polysiphonia y Neosiphonia presentes en México.

Realizar una consulta en el NCBI seleccionando los principales marcadores
moleculares depositados para los géneros Polysiphonia y Neosiphonia.

Inferir un analisis Bayesiano para la matriz conjunta de caracteres morfolégicos y
moleculares de especies de Polysiphonia y Neosiphonia.

Obtener un arbol filogenético de maxima verosimilitud empleando solo datos
moleculares para la reconstruccion de los principales caracteres ancestrales en

especies de Polysiphonia y Neosiphonia
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6. MATERIALES Y METODO

6.1 Muestra de Taxones

Se obtuvo unatabla informativa de las especies de Polysiphonia que se registraron
para México en previos estudios (Gonzalez et al., 1996; Ortega et al., 2001; Senties,
1993). De las 68 especies registradas, Unicamente 13 de ellas tenian depositadas en el
NCBI (National Center for Biotechnology Information) secuencias de los genes rbcL y 18S
RNA, elresto fueron excluidas de las matrices por no contar con accesibilidad a ésta base
de datos para los andlisis posteriores. Ademas se incluyeron 10 especies mas de
Polysiphonia para obtener una muestra mas amplia, alin cuando pertenecian a registros
fuera de México. Por otro parte se recurrié a la revision del estatus taxonémico actual
(Guiry y Guiry, 2012) para conocer si los nombres seguian siendo los mismos o
cambiaron recientemente (Tabla 1).

De las 13 especies cuyos nombres se han registrado en México, pertenecen a estudios
previos en diferentes estados del territorio mexicano; por lo tanto la accesibilidad a los
ejemplares de herbario fue limitada para reconocer y extraer caracteres morfolégicos. Sin
embargo, se contdo con aquellos representativos para el género Polysiphonia y
Neosiphonia depositados en la coleccién de la Facultad de Ciencias, UNAM, por
anteriores trabajos; las cuales fueron: Neosiphonia sphaerocarpa, Polysiphonia mollis y
Polysiphonia sertularioides (Sanchez, 2009) esta Ultima presente en la matriz morfol6gica
y molecular debido a la informacion de ambos genes y la descripcion morfolégica por
medio del microscopio 6ptico (Olympus modelo Bx 51, llevado a una camara digital de

microscopio Olympus DP12-2 para la documentacién y medicion de las estructuras).

Respecto al resto de las especies incluidas en las matrices, los caracteres morfologicos
fueron extraidos de la bibliografia nacional e internacional considerando que las
identificaciones se basan en las principales claves y revisiones taxonémicas publicadas
para el género (Hollenberg, 1942; Hollenberg y Norris 1977; Kapraun et al.,1983; Kim et
al., 2000; Maggs y Hommersand 1993; Senties, 1993) entre otras publicaciones
importantes (ver referencias de la Tabla 4, en Resultados). Cuidadosamente se
compararon las descripciones tomando aquellos caracteres que estaban estandarizados
para los codigos de las diferentes claves taxondmicas y de esta manera evitar errores de

interpretacion.
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Se tomOG como grupo externo para todos los andlisis filogenéticos a las especies
Rhodomela confervoides y Bostrychia moritziana, cuyo arbol mas parsimonioso obtenido
a partir de la matriz conjunta entre caracteres moleculares y morfolégicos se describe
entre algunas tribus de la familia Rhodomelaceae y se proponen como grupos
genéticamente separados de Polysiphonia (Choi et al., 2001), asi como interpretativos
para categorias taxondmicas a nivel de género (Stuercke y Freshwater, 2008), también
por el acceso a la informacién molecular en NCBI (National Center for Biotechnology
Information) y de bibliografia referente a datos morfologicos. Se consideré a Rhodochaete
parwula para ser parte del grupo externo, pero la inconsistencia de la alineacién molecular
sugirié descartar la especie; sin embargo es importante mencionarla ya que podria ser un
taxon para inferir relaciones filogenéticas a nivel molecular en clasificaciones taxonémicas
superiores a género (Yoon et al., 2006).

Tabla 1. Especies de Polysiphonia registradas en México con su estatus taxondmico actual: (c)
actualmente reconocido, (s) sinonimia y (p) sin revision taxondmica actual con sus respectivos
genes depositados en NCBI.

No. de acceso | No. de acceso | Con registro
Nombre de la especie Estatus Nombre de la especie rbcL 18SRNA en México
1| P. abcissoides c P. abcissoides - - v
2 | P.acuminata C P.acuminata - - v
3 | P.anomala c P.anomala HM573550 HM560654 X
4 | P. aterrima c P. aterrima GU385831 HM560638 X
5 | P. atlantica c P. atlantica EU492910 HM560631 v
6 | P. bajacali s Neosiphonia bajacali HM573572 HM560659 v
7 | P. beaudettei s Neosiphonia beaudettei - - v
8 | P. bifurcata c P. bifurcata - - v
9 | P. binneyi c P. binneyi HM573561 HM560636 v
10| P. breviarticulata c P. breviarticulata EU492911 - v
11| P. breviarticulata var. mexicana P No sujeta a verificacion - - v
12| P. brodiaei c P. brodiaei GQ252564 - v
13| P. californica s P. paniculata - - v
14 | P. collinsi c P. collinsi - - v
15| P. concinna s P. johnstonii var. concinna - - v
16 | P. constricta c P. constricta GU385832 HM560639 X
17| P. confusa c P. confusa - - v
18 | P. cuspidata s Bryocladia cuspidata - - v
19| P. decussata c P. decussata - - v
20 | P. denudata c P. denudata AF342914 - v
21| P. dyctiurus S Tayroliella dyctiurus - - v
22 | P. eastwoodiae S Neosiphonia tongatensis - - v
23| P. echinata s Neosiphonia echinata HM573561 HM560658 v
24 | P. exilis c P. exilis - - v
25 | P. ferulacea s Neosiphonia ferulacea HM573574 HM560645 v
26 | P. flaccidissima S Polysiphonia sertularioides - - v
27 | P. foetidissima c P. foetidissima - - v
28| P. fracta S Neosiphonia echinata - - v
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29 | P. fucoides P. fucoides EU492913 HM560627 X
30| P. gorgoniae Neosiphonia gorgoniae - - v
31| P. guadalupensis P. guadalupensis - - v
32| P. hancockii P. hancockii - - v
33| P. hapalacantha P. hapalacantha - - v
34 | P. havanensis P. havanensis HM573554 HM560641 v
35| P. hendryi P. hendryi - - v
36 | P. hendryi var. compacta P. hendryi var. compacta - - v
37| P. hendryi rvar. gardneri P. hendryi rvar. gardneri - - 4
38| P. homoia P. homoia HM573553 HM560653 4
39 | P. howeii Neosiphonia howeii HM573543 AY237282 v
40 | P. inconspicua P. confusa - - v
41| P. johnstonii P. johnstonii - - v
42 | P. johnstonii var. concinna P. johnstonii var. concinna - - v
43| P. lanosa Vertebrata lanosa EU492914 AY617143 X
44 | P. macrocarpa P. macrocarpa HM573545 HM560632 v
45 | P. marchantae P. marchantae - - v
46 | P. masonii P. masonii - - v
47 | P. minutissima P. minutissima - - v
48| P. mollis P. mollis - - v
49 | P. nathanielli P. nathanielli - - v
50| P. opaca P.opaca - - v
51| P. pacifica P. pacifica GQ252565 - v
52| P. pacifica var. delicatula P. pacifica var. delicatula GQ252566 - v
53| P. pacifica var. gracilis P. pacifica var. gracilis - - v
54 | P. paniculata P. paniculata - AY617144 v
55 | P. pentamera Neosiphonia polyphisa HM573564 HM560644 X
56 | P. pernacola Polysiphonia pernacola HM573576 HM560637 X
57| P. perpusilla Taenioma perpusillum - - v
58 | P. pseudovillum P. pseudovillum HM573568 HM560650 X
59 | P. ramentacea P. ramentacea - - 4
60 | P. richardsonii P. fibrillosa - - v
61| P. saccorhiza Neosiphonia saccorhiza - - v
62 | P. savatieri P. japonica var. savatieri - - v
63 | P. schneideri P. schneideri HM573567 HM560629 X
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Cont. Tabla 1.

64| P. scopolorum P. scopolorum - -
65| P. scopolorum var. villum P. scopolorum var. villum EU492916 HM560633
66| P. sertularioides P. sertularioides HM573548 HM560652
67| P.simplex Neosiphonia simplex AF342909 -
68| P. sinicola P. sinicola - -
69| P. snyderae Polysiphonia mollis - -
70| P. snyderae var. Intricata P. snyderae var. Intricata - -
71| P. sonorensis P. sonorensis - -
72| P. sphaerocarpa Neosiphonia sphaerocarpa - -
73| P. sphaerocarpa var. cheloniae P. sphaerocarpa var. cheloniae - -
74| P. stricta P. stricta EU492916 FR865635
75| P. subtilissima P. subtilissima HM573575 HM560635
76| P. tepida Neosiphonia tepida - -
77| P. tongatensis Neosiphonia tongatensis HM573570 HM560642
78] P. tuberosa P. tuberosa - -
79| Rhodochaete parvula Rhodochaete pulchella AY119777 AJ880420
80| Rhodomela confervoides Rhodomela confervoides AF083381 AY617145
81| Bostrychia moritziana Bostrychia moritziana AY920816 FR865636

6.2 Alineacion de secuencias y analisis filogenéticos

La alineacion de secuencias consistié en dos grupos de genes rbcL plastidial y
18S RNA, ambos para las 25 especies a analizar (Tabla 2). El ejercicio correspondio en
una alineacién multiple de secuencias llevado a cabo en Clustal X2 (Larkin et al., 2007) y

posteriormente una manual en Mesquite 2.75 (Maddison y Maddison, 2012).

En primer lugar, el resultado de ambas alineaciones se sujetd a un analisis de Maxima
Parsimonia (MP) de los genes concatenados rbcL y 18S RNA. Este analisis se ejecuto
usando PAUP 4.0 (Swofford, 2002), el cual consisti6 en un numero de 100 réplicas,
completado por adiciones stepwise utilizando un método de busqueda heuristica (TBR)
con iguales pesos de cambio. Los valores de soporte estuvieron basados por bootstrap de

las 100 réplicas sin adicion de secuencias por réplica.
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Posteriormente, para la Inferencia Bayesiana con datos moleculares y morfologicos, se
construyé una matriz morfolégica con 13 caracteres anatomicos entre los cuales
destacan: estructuras vegetativas, estructuras reproductivas masculinas y estructuras
tetrasporangiales (Tabla 3). Para este analisis bayesiano se excluyo el caracter numero 4
(Ramas laterales de origen enddgeno) debido a que presentaba un mayor nimero de

inconsistencias a evaluar.

El andlisis bayesiano consistié en un enfoque de evidencia total en el cual se combinaron
en una Unica matriz 3151 caracteres morfoldégicos y moleculares para un total de 25
especies, en la cual el grupo externo estuvo conformado por: Bostrychia moritziana y
Rhodomela confervoides. Este analisis se realiz6 en una matriz particionada de los genes
rbcL plastidial y 18S RNA ribosomal, con 3138 caracteres en total y trece caracteres
anatomicos. Un enfoque de la inferencia Bayesiana como se aplica en el programa Mr.
Bayes 3.1 (Ronquist et al., 2005) se llevo a cabo con la matriz combinada. La busqueda
se baso en tres particiones: la primera con los datos morfolégicos y las siguientes dos con
las matrices de los genes rbclL plastidial y 18S RNA ribosomal. El analisis corrié 2 millones
de generaciones, tomando una muestra cada 100 &rboles. Se calculé (GTR + |+ ') como
el mejor modelo evolutivo con base en el Criterio de Informacion Akaike con una
proporcion de sitios invariantes y distribucion gamma. Para los datos morfologicos se usé
el modelo Mk que es una generalizacion del modelo Jukes y Cantor (1969:JC69)
asumiendo una distribucion gamma discreta para las tasas relativas, donde ‘M’
permanece como “Markov” y “k” se refiere al numero de estados observados (k = 2) sin
ningun estado considerado plesiomérfico o apomorfico a priori (Yang, 1994; Lewis, 2001).
La tasa de heterogeneidad entre las particiones se fijo en la variable para permitir que
cada una evolucionarabajo ritmos diferentes. Se emple6 el modelo MCMC (Markov Chain
Monte Carlo) para verificar la misma topologia de los caracteres multiestado y explorar las

diferentes proporciones y frecuencias de cada uno.
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Tabla 2. Especies incluidas en las matrices moleculares para los analisis filogenéticos en Maxima

Parsimonia (MP), Inferencia Bayesiana (Bl) y Maxima Verosimilitud (ML).

No. de acceso | No. de acceso 185
Nombre de la especie rbcL RNA
1| P. atlantica EU492910" HM5606312
2| Neosiphonia bajacali HM5735722 HM560659°
3| P. binneyi HM573562 HM560636°
4| Neosiphonia echinata HM573561° HM560658°
5| Neosiphonia feruldcea HM5735742 HM560645°
6| P. havanensis HM5735542 HM560641>
7| P. homoia HM5735532 HM560653°
8| Neosiphonia howeii HM5735432 AY237282°
9| P. macrocarpa HM5735452 HM560632°
10| P. scopolorum var. villum EU492915" HM5606332
11| P. sertularioides HM5735482 HM560652°
12| P. subtilissima HM5735752 HM560635°
13| Neosiphonia tongatensis HM573570? HM560642>
14| P. pseudovillum HM5735682 HM560650°
15| P. anomala HM573550? HM560654°
16| P. constricta GU385832* HM560639°
17| P. aterrima GU385831" HM560638°
18| Vertebrata lanosa EU492914' AY617143°
19| P. fucoides EU492913! HM560627°
20| P. sticta EU492916" FR865635°
21| P. schneideri HM573567> HM560629°
22| P.pentamera HM5735642 HM560644°
23| P. pernacola HM573576> HM560637°
24| Rhodomela confervoides AF083381’ AY617145°
25| Bostrychia moritziana AY920816° FR865636°

1. Stuerckey Freshwater (2008), 2. Mamoozadeh et al. (2010), 3. Phillips (2003), 4. Freshwater
et al. (2010), 5. Zuccarello et al. (2004), 6. Gachon et al. (2011), 7. de Jong et al. (1998), 8.
Zuccarello y West (2005).
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Tabla 3. Listado de caracteres morfolégicos consensados en la literatura para los analisis

filogenéticos.

No. Caracter

Codificacion

EstructurasVegetativas

1

Forma de las células apicales: piramidales(0), cilindricas(1)

2

Desarrollo de las ramas erectasindeterminadas: en ejes principales(0)en una
progresiva y extensa base(1)

Ramaslateralesde origen exdgeno: ausentes(0), presentes(1)

Ramaslateralesde origen enddgeno: presentes(0), ausentes(1)

Ramaslateralesiniciales incluyendo los tricoblastos iniciales: separado por uno o
mas segmentos internodales(0),

formado en segmentos sucesivos(1)

Ramaslateralesadventicias: presentes(0), ausentes(1)

Numero de células pericentrales: cuatro(0), cinco(1),mas de cinco(2)

Ramas postradas: ausente(0), presente(1)

O] 00| N| O

Células corticales: ausente(1), presente(0)

10

Conexién entre rizoides y células pericentrales: separados por una pared(0), abierta
o intercelular(1)

Estructuras Reproductivas
Masculinas

11 Ejes Espermatangiales: en la superficie de las células corticales(0), en ramas
pigmentadasy determinadas(1),
en el primero y algunasveces en el segundo, tricoblastos dicotdmicos y fértiles (no
pigmentados)(2), en tricoblastos
Iniciales (3).

Estructuras

Tetrasporangiales

12 Nivel de los ejes tetrasporangiales: de dos en dos(0), en verticilos(1), solos(2)

13 Arreglode los Tetrasporangios: rectos(0), en series y espiral(1)

14 Distribucion de los Tetrasporangios: agregados en soros(0), empacados en

stichidia(1),dispersos(2)

Para obtener el arbol de Maxima Verosimilitud (ML) a partir de las matrices

conjuntas entre los genes rbcL y 18S RNA, se realizaron 100, 1000 y 2000 réplicas para

el calculo de bootstrap y largo de ramas. El modelo se calcul6 en la plataforma PAUP 4.0

version Macintosh para ModelTest (Posada y Crandall, 1998) obteniendo (GTR+I+G)

como el mejor; la alineaciébn de cada gen estuvo sujeto a un andlisis de Maxima

Verosimilitud usando PhyML 2.4.4 (Guindon y Gascuel, 2003) para estimar los valores de

soporte de cada nodo, usando el modelo de sustitucién nucleotidica GTR con una

distribucion gamma y obtenerlo por RAx ML 7.0.3 (Stamatakis, 2006) para el arbol mas

probable.
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6.3 Reconstruccion de caracteres ancestrales

Para la reconstruccion de los estados ancestrales se utilizd el arbol de maxima
verosimilitud de la matriz conjunta entre ambos genes (rbcL y 18S RNA). Los caracteres
que tuvieron mayor resolucion filogenética fueron los siguientes: a) disposicion de los
tricoblastos en ramas laterales, b) nimero de células pericentrales, c) presencia o
ausencia de células corticales, d) disposicion o arreglo de los tetrasporangios y e) tipo de
conexion entre los rizoides y las células pericentrales. Se tomaron estos caracteres a nivel
genérico para delimitar especies en un contexto filogenético, tal como en previos estudios
y propuestas para la reevaluacion de ciertos grupos de algas (De Clerck et al., 2006).
Ademas fueron los caracteres que presentaron una mayor informacion segun la matriz
morfoldgica (ver Tabla 4 en Resultados), asi como también los menos ambiguos.

El modelo que se utiliz6 para evaluar la tasa de cambio entre los estados fue Mkl
(“Markov K-state 1 parameter model”’) que es una generalizacion del modelo de Jukes y
Cantor (1969:JC69), disminuyendo inconsistencias en los parametros estadisticos (Lewis,
2001; Maddison y Maddison, 2012). Para los datos multiestado se us6 un modelo
equivalente a Mkl y AssymMk para evaluar las tasas de cambio (Maddison y Maddison
2012; Pagel, 1999). El célculo de probabilidades para el mapeo de caracteres por Maxima
Verosimilitud se estim6 considerando el pardmetro de largo de ramas como
“‘oportunidades de seleccion” 6 “tiempo operacional”’, tomando un modelo de Markov de
tiempo continuo, que representala probabilidad de transicion de un estado de caracter i a
un estado de caracter jalo largo de la longitud de la rama t: Pij (t) =m (a, B, t) donde ay 8
son los estados de transicion (Nagy et al., 2010; Pagel, 1999).
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7. RESULTADOS

7.1 Matriz morfologica y representacion de algunas estructuras de importancia taxonémica

para el género Polysiphonia y Neosiphonia

Se presenta la matriz morfolégica (Tabla 4) con sus respectivas referencias y
codificacion presentada en la tabla 3 en materiales y método, en ella se presenta el
nombre de la especie con los 14 caracteres morfologicos. La codificacién con el simbolo
(?) representa que no se ha encontrado en las publicaciones que describen a las especies
0 que dicha estructura no se ha documentado todavia. En esta matriz se destaca que las
primeras 13 especies corresponde a registros en México y también podemos ver que al
final de la misma se encuentra la bibliografia correspondiente a cada taxén para su
identificacion.

En la figura 6.1 se presentan las siguientes estructuras con la finalidad de ilustrar y
esquematizar las principales caracteristicas anatomicas del género Polysiphonia y
Neosiphonia: a) tetrasporas en rama tetrasporangial, b) formacién de los cistocarpos, c)
tetrasporas en linea recta en rama tetrasporangial, d) corte transversal con células
pericentrales y corticales, e) rizoide en conexiéon cerrada, f) rizoide en conexién abierta,
g)corte transversal con células pericentrales, h) rama apical con tricoblastos, i) cistocarpo
con carposporas.

En lafigura 6.2 y 6.3 se muestran las principales caracteristicas morfologicas del genero
Polysiphonia y Neosiphonia: a) rama tetrasporangial, b) tetrasporas, ¢) ramas con
tricoblastos, d) tricoblastos, e) talo polisifonico, f) célula cicatriz, g) tricoblastos apicales, h)
rizoide en conexion abierta en contacto con células pericentrales, i) tricoblasto asociado a
rama apical, j) rama apical con tricoblastos, k) corte transversal con células pericentrales,
) cistocarpo, m) formacién de cistocarpos, n) tricoblastos apicales, fi) cistocarpo maduro y

formacion de cistocarpo, 0) cistocarpo maduro; con sus respectivas especies.
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Tabla 4. Matriz de caracteres morfolégicos de especies de Polysiphonia y Neosiphonia con su

referencia.
Caracter
Nombre 1] 2| 3| 4 5| 6| 7 9| 10|11|12| 13| 14| Referencia
1| P. atlantica 1| ? of O 1] ol O 1 1f 3|1 ? | 0] ? 1,7,11,18
2 | Neosiphonia bajacali 1| O ? ol ?] O 0 1 1| °? 1 1 14,16,19
3| P. binneyi 1] 1 ? 0| 0| O] ?|°? 1|7 20 1| 2 7,13
4 | Neosiphonia echinata 1] ? ? ? o o| of ? 0 of? 1|7 1 1 13,14,20
5 | Neosiphonia ferulacea 1| 1 1] 1 ol ?| o] 1| 1 o|?|(? 1 2 2,7911,21
6 | P. havanensis 1] 1 ? of of of 2|72 11?1 0] 1|7 7,13,21,22
7| P. homoia 1 1| ? of 2| 1| 1 2| o] 2?2 | 1] 2 5,16,23
8 | Neosiphonia howei 1] of 1] 1 o] ?1| 2 1| °? 0| 2| 7? 1| °? 5,7,9,22
9| P. macrocarpa 1] ? 0] O 1( 0| O 1f 1 1) 31 0| ? | 11,24
10| P. scopolorum var. villum 1| 1 1] 1 01| o] 1| 1 1 2| °? 0] 1 4,6,7,11,25
11 | P. sertularioides 1 1 1f 1 1] ?| 0l 1| 0| 1| 3| 0] of 1 3,4,811,25
12 | P. subtilissima 1 1 1 of 1) of 1f 2| 1| 3|?| 0| 2| 2,37,89,26
13 | Neosiphonia tongatensis 1] ? 1] 1| - 20 0] ? 1] 0| ?]|7? 1|7 10,27
14 | P. pseudovillum 1 ? of?f( o 1| 1| of 3(°? 1] 7 8
15| P. anomala 1 ? of?| 0| of 1| o|?]°~ 1] 7 8
16 | P. constricta 1 ? ? of?] 2| 1f 2| oj?|?| O]~ 3
17 | P. aterrima 1| ? o[ Of - 1) 2 1 1| ? | 2| o 1] 2 3,17
18 | Vertebrata lanosa 1] 0| 1| 1 of 2f 2 1| 1| 1f 3| 2| 1f 2 1
19| P. fucoides 1{ of 1f 1 1] 1 2| 1| 1| of 2| 2| 1f 2 1
20| P. sticta 1 1 1f 1 of 1] of 1f 12| 1] 3| 2| 0] 2 1
21| P. schneideri 1] 11 1 of Of 2| 1| 1| of 2f>? 0] 1 15
22 | P. pentamera 1) 0| 1| 1 of?f( 2 1| 1| of 2f°? 1] 7 5
23| P. pernacola 1] ? of O 11?2 0o 1f 21f 1] 21? ]| 0] °? 3
24 | Rhodomela confervoides 1{ of 1f O ol 0] 2 1f o| ? | 1| o| 0] 2 12
25 | Bostrychia moritziana 1] 1 1] O 0] 1| 2 11 O 0] 1| of of 1 12
26 | Rhodochaete parvula of o] of O 0O of of] 0| o| of of of of o 12,28

1. Maggs y Hommersand. (1993), 2. Mefiez E. (1964), 3. Adams, N. (1991), 4. Hollenberg y Norris
(1977), 5. Hollenberg G. (1968), 6. Aguilar y Aguilar (2010), 7. Kapraun et al., (1983), 8. Hollenberg
G. (1968)*Oligosphonia, 9. Guimaraes et al., 2004, 10. Kim y Lim (2008), 11. Kapraun y Norris
(1982), 12. Choi et al., (2001), 13. Harwey (1853), 14. Mamoozadeh y Freshwater (2011), 15.
Stuercke y Freshwater (2010), 16. Hollenberg y Dawson (1961), 17. Hooker y Haney (1845), 18.
Callejas et al., (2005), 19. Enciso y Seniere 20. Martinez L. (1999), 21. Gonzalez-Ortega et al.,
(2009) ,22. Collado Vides et al., (1995), 23. Senvere-Zaragoza et al., (2007), 24. Callejas (2002),
25. Dreckman et al., (2006), 26. Mateo-Cid et al., (2006), 27. Ortega M et al., (2001) ,28. Cetz et al.,

(2008).
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Figura 6.2 a) rama tetrasporangial en Palysinhonia serlatioides, b) telrasporas en P, serularioides, ¢) ramas con ticobiastos en P, serwlarioides,
of tricoblastos en F. sertularioides, e) talo polisifonico en P. mollis, ) celula cicalniz en F. serularioides, g) tricoblastos apicales en F. molls,
h) mizolde en conexion ablerta en P, serWarioides,

Sum




Figura 6.3 i) Tricoblasto asociado a rama apical en Polysiphonia sertularioides, j) rama apical con tricoblastos en
P. sertularioides, k) corte transversal con células pericentrales en P. sertularicides, 1) cistocarpo en Meosiphonia
sphaerocarpa, m) formacion de cistocarpos en N. sphaerocarpa, n) tricoblastos apicales en F. sertularioides,

fi) cistocarpo maduro y formacién de cistocarpo en N, sphaerocarpa, o) cistocarpo maduro en N, sphaerocarpa
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7.2 Resultados por Analisis de Maxima Parsimonia para la matriz conjunta entre los genes
rbcL plastidial y 18s RNA ribosomal

Tras el analisis de maxima parsimonia se obtuvo un solo arbol. El arbol esta
representado con los valores de bootstrap en las ramas de la maxima parsimonia. La
topologia del arbol con el grupo externo conformado por: Bostrychia moritziana y
Rhodomela confervoides (Figura 7).

Como se puede observar en la figura 7 se obtuvo un grupo de Polysiphonia sensu lato
que incluye las especies: Neosiphonia howei, Polysiphonia subtilissima, Polysiphonia
scopolorum var.villum, Polysiphonia stricta, Polysiphonia macrocarpa, Polysiphonia
atlantica.

Otro para Grupo Multipericentral: Polysiphonia constricta, Polysiphonia aterrima,
Polysiphonia fucoides y Vertebrata lanosa.

Ademas se observa el Grupo Neosiphonia derivado de los dos anteriores con las
siguientes especies: Polysiphonia anomala, Polysiphonia sertularioides, Polysiphonia
pernacola, Neosiphonia echinata, Polysiphonia binneyi, Polysiphonia havanensis,
Polysiphonia homoia, Neosiphonia pentamera, Polysiphonia schneideri, Polysiphonia
pseudovillum, Neosiphonia tongatensis, Neosiphonia ferulacea y Neosiphonia bajacali.

La busqueda del arbol atendié a un método heuristico, mas rapido que los métodos

exactos con la misma probabilidad de cambios por sustitucion, (Holder y Lewis, 2003).
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Figura 7. Filogenia reconstruida por el método de Maxima Parsimonia para la matriz conjunta de
genes rbcl plastidial y 18SRNA ribosomal. 100 replicas y los bootstrap son mostrados en los

nodos.
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7.3 Resultados por Analisis Bayesianos para la matriz conjunta entre los genes rbcL
plastidial, 18S RNA ribosomal y 13 caracteres morfologicos.

Se obtuvo el consenso final de los arboles Bayesianos atendiendo a un matriz con
un enfoque que calculo las probabilidades posteriores de los arboles dado la probabilidad
condicional de la hipdtesis y los datos observados. Esta probabilidad posterior es
proporcional al producto de la verosimilitud de los datos condicionada a que un arbol es
correcto (De Luna et. al., 2005). Las matrices correspondieron a los genes rbcL plastidial,

18S RNA ribosomal y una matriz de trece caracteres anatomicos multiestado.

En el arbol bayesiano final se obtuvieron tres grupos diferenciados en las siguientes
especies (Figura 8).

Outgroup: Rhodomela confervoides y Bostrychia moritziana.

Grupo Polysiphonia: Polysiphonia atlantica, Polysiphonia macrocarpa, Polysiphonia
stricta, Polysiphonia scopolorum var. villum, Polysiphonia subtilissima y Neosiphonia
howei.

Grupo Neosiphonia: N. bajacali, N. ferulacea, N. tongatensis, P. pseudovillum, P.
schneideri, N. pentamera, P. homoia, P. binneyi, P. havanensis, N. echinata, P. pernacola,

P. sertularioides y P. anomala.

Grupo Multipericentral: P. constricta, P. aterrima, V. lanosa y P. fucoides.
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Figura 8. Arbol Bayesiano final combinando 3138 caracteres moleculares y 13 caracteres

morfoldgicos de 23 especies y dos grupos externos. Los niimeros en el interior de las ramas
indican las probabilidades posteriores.
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7.4 Resultados por Analisis de Maxima Verosimilitud de la matriz conjunta entre los genes
rbcL plastidial y 18S RNA ribosomal

Se realizaron dos analisis por separado de cada gen: rbcL plastidial y 18S RNA
ribosomal; para cada caso se obtuvo el arbol mas probable y por lo tanto los bootstrap se
representaron en las ramas internas de los arboles. Para la filogenia representada por el
gen rbcL plastidial (Figura 9) se obtuvieron 3 grupos representados por : Polysiphonia,
Neosiphonia y el Grupo Multipericentral. Para la filogenia representada por el gen 18S
RNA ribosomal (Figura 10) se obtuvieron de igual manera los tres grupos anteriormente
mencionados con valores de bootstrap superiores al arbol mas probable del gen rbcL
plastidial. Con la finalidad de reconstruir una filogenia de ambos genes por el método de
maxima verosimilitud se obtuvo un &rbol concatenado (Figura 11) entre los dos
marcadores mismo que es utilizado para la reconstrucciéon de los caracteres ancestrales

obteniendose los siguientes grupos:

Grupo Polysiphonia: Polysiphonia howei, Polysiphonia scopolorum var. villum,
Polysiphonia subtilissima, Polysiphonia stricta, Polysiphonia macrocarpa y Polysiphonia
atlantica.

Grupo Multipericentral: Polysiphonia constricta, Polysiphonia aterrima, Polysiphonia
fucoides y Vertebrata lanosa.

Grupo Neosiphonia: Polysiphonia homoia, Neosiphonia tongatensis,Neosiphonia
ferulacea,Nesiphonia bajacali, Polysiphonia pseudovillum, Polysiphonia scheneideri,
Neosiphonia pentamera, Neosiphonia echinata, Polysiphonia binneyi, Polysiphonia
havanensis, Polysiphonia pernacola, Polysiphonia sertularioides y Polysiphonia anomala.
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Figura 9. Filogenia reconstruida por el método de maxima verosimilitud (maximum Likelihood)

parala alineacion del gen rbcL plastidial. Los valores en las ramas representan los bootstrap de
la maxima verosimilitud. Se presenta escala = 0.1 de sustituciones por sitio.
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Figura 10. Filogenia reconstruida por el método de maxima verosimilitud (maximum Likelihood)
para la alineaciéon del gen 185 RNA ribosomal. Los valores en las ramas representan los
bootstrap de la maxima verosimilitud. Se representa escala = 0.1 de sustituciones por sitio.
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Figura 11. Filogenia reconstruida por el método de maxima verosimilitud (maximum Likelihood)
para la alineacidon del gen rbcl plastidial y 185 RNA ribosomal. Los valores en las ramas
representan los bootstrap de la maxima verosimilitud. Se representa escala = 0.1 sustituciones

por sitio.
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A continuacion se presenta la reconstruccion de caracteres ancestrales, analisis
gue es exploratorio y permite entender la evolucién de caracteres determinados asi como
el probable origen de estos mismos. La finalidad del mapeo de caracteres consistié en
reconstruir los nodos ancestrales con base en las reconstrucciones moleculares del arbol
mas probable.

7.5 Reconstruccion de caracteres ancestrales por el método de maxima verosimilitud

Se obtuvieron cinco arboles de los caracteres anatomicos mas informativos para
la reconstruccion de caracteres ancestrales bajo el arbol mas probable con la matriz
conjunta de los genes rbcL plastidial y 18S RNA ribosomal (Figura 11).Los arboles
correspondieron a los siguientes caracteres anatomicos: a) Ramas laterales con
tricoblastos (Figura 12), b) Numero de células pericentrales (Figura 13), c) Presencia o
Ausencia de células corticales (Figura 14), d) Arreglo de los tetrasporangios (Figura 15),
e) Tipo de conexidn entre los rizoides y las células pericentrales (Figura 16). Para cada
reconstruccion se observan los nodos con el caracter o mapeo de caracteres en cada
rama terminal y en los nodos ancestrales. La caracteristica “equivocal” corresponde al 100
por ciento de los arboles probables que tuvieron una reconstruccion errénea,
probablemente porque el caracter o algunos de sus estados de caracter no existieron en
determinados nodos o por la falta de especies no incluidas en dicho andlisis aun fuera del
grupo Polysiphonia. La optimizacion y discusién de cada arbol con sus respectivos

caracteres se discuten mas adelante.
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Figura 12. Mapeo de un caracter vegetativo (Ramas laterales con tricoblastos) dentro de un
arbolde maxima verosimilitud de los genes rbcL plastidial y 185 RNA (maximum Likelihood) con
especies de Polysiphonia, Neosiphonia y Grupo Multipericentral con el grupo externo
conformado por Bostrychia moritziana y Rhodomela confervoides.
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Figura 13. Mapeo de un caracter vegetativo (Niimero de células pericentrales) dentro de un
arbolde maxima verosimilitud de los genes rbcL plastidial y 18s RNA (maximum Likelihood) con
especies de Polysiphonia, Neosiphonia y Grupo Multipericentral con el grupo externo
conformado por Bostrychia moritziana y Rhodomela confervoides.
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Figura 14. Mapeo de un caracter vegetativo (Presencia o Ausencia de células corticales) dentro
de un arbol de maxima verosimilitud de los genes rbcl plastidial y 185 RNA (maximum

Likelihood) con especies de Polysiphonia, Neosiphonia y Grupo Multipericentral con el grupo
externo conformado por Bostrychia moritziana y Rhodomela confervoides.
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Figura 15. Mapeo de un caracter tetrasporangial (Arreglo de los tetrasporangios) dentro de un
arbolde maxima verosimilitud de los genes rbcl plastidial y 185 RNA (maximum Likelihood) con
especies de Polysiphonia, Neosiphonia y Grupo Multipericentral con el grupo externo
conformado por Bostrychia moritziana y Rhodomela confervoides.
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Figura 16. Mapeo de un caracter vegetativo (Tipo de conexion de los rizoides y las células
pericentrales)dentro de un arbol de maxima verosimilitud de los genes rbcL plastidial y 2185 RNA
(maximum Likelihood) con especies de Polysiphonia, Neosiphonia y Grupo Multipericentral con
el grupo externo conformado por Bostrychia moritziana y Rhodomela confervoides.
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8. DISCUSION

La resolucion de problemas taxondmicos es importante ya que fortalece la
delimitacibn de especies y por tanto trae consigo una clasificacion mas robusta.
Actualmente, las clasificaciones robustas son esenciales para el conocimiento de la
biodiversidad respecto de la sobre y subestimacion de especies. Esto conlleva ademas, a

mejorar las herramientas de conservacion y manejo de zonas prioritarias.

En la revision del estatus nomenclatural del género Polysiphonia se puede decir que: para
algaebase (Guiry y Guiry, 2012), se consideran 994 nombres de especies, listado que
actualmente comprende sinonimias para el género Neosiphonia y algunas para el grupo
Multipericentral como Vertebrata lanosa. De acuerdo a las nuevas clasificaciones y
delimitaciones éste nimero se reduce a 194 nombres taxon6micamente aceptados para
Polysiphonia sensu lato en el mundo (Guiry y Guiry, 2012), de las cuales 44 se registran

para México.

A pesar de lo anterior no se han realizado estudios moleculares sobre la diversidad
genética de especies presentes en México, razon por la cual el NCBI (National Center for
Biotechnology Information) carece de secuencias de genes empleados para la
reconstruccion de filogenias moleculares o para estudios filogeogréaficos de ejemplares
colectados en nuestro pais.

Sin embargo, dentro de un contexto filogenético, los datos recopilados en este trabajo son
suficientes para desarrollar hipotesis sobre la evolucion que algunas especies de
Polysiphonia tienen respecto a otras tribus de la familia Rhodomelaceae y entre si mismas
tal como se ha planteado en anteriores estudios (Choi et al., 2001; Stuercke y Freshwater,
2008).

Aunque estas publicaciones retnen informacion sobre la delimitaciéon de Polysiphonia
sensu lato, los métodos en los cuales basan sus resultados son diferentes a las
metodologias planteadas en el presente trabajo, por lo que debemos considerar una
discusion abierta e introductoria de los aportes que los analisis filogenéticos aqui
presentados contrastan con los estudios anteriormente mencionados.
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8.1 Los analisis filogenéticos moleculares y la reconstruccion de caracteres ancestrales.

El punto principal que llevé al presente estudio sobre la reevaluacion del género
Polysiphonia trae consigo unaserie de complementos tedricos que se derivan de diversos
meétodos que en la actualidad se aplican para reconstruir arboles filogenéticos dentro de
un contexto evolutivo. Basandonos en lo que implica un estudio de este nivel, no
podiamos pasar por alto la discusién que circunda en la optimizacion de los diferentes
enfoques de las tres metodologias empleadas: Maxima Parsimonia (MP), Maxima
Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (BI). Se discuten algunos conceptos con la

finalidad de interpretar los resultados del presente trabajo de la mejor manera.

En el estudio de Choi et al. (2001), asi como en el trabajo realizado por Freshwater y
Stuercke (2008), sus arboles resultado de la matriz conjunta entre los genes 18s RNA 'y
28 caracteres morfolégicos para el primero; y del gen rbcL y 22 caracteres morfol6gicos
del segundo dan origen a lo que seria un arbol de Maxima Parsimonia a fin de resumir

aqguellos caracteres morfoldgicos que definen a las especies que los autores utilizaron.

A pesar de que el método de Maxima Parsimonia es empleado para interpretar caracteres
discretos como los morfolégicos, existen una serie de dificultades y conceptos evolutivos
gue han sido retomados por autores dedicados al trabajo de la estimacion filogenética.
Uno de estos conceptos son las autapomorfias, caracteres que no son informativos dentro
de un analisis por Maxima Parsimonia, y que es manejado como “evolucién en paralelo”
por quienes recurren a este método (Lewis, 2001). En el estudio de Choi et al. (2001), se
puntualiza que cuatro de las cinco principales caracteristicas morfoldgicas que definen los
géneros Neosiphonia, Polysiphonia y al grupo Multipericentral, mismos que son evaluados
en este estudio, evolucionan en paralelo entre si haciendo un poco dificil una
interpretacion evolutiva considerando que provienen de un ancestro en comun, adn
cuando su arbol con datos moleculares no contiene homoplasias o carece de politomias.

Si observamos el arbol de maxima parsimonia del presente estudio (Figura 7) notaremos
gue los valores de bootstrap que representan el 100% tienen un valor alto, pero aun con
estos valores de soporte podemos encontrar algunas politomias dentro del grupo que
contiene al género Neosiphonia, homoplasias que pueden ser interpretadas por otros
autores como errores de muestreo o falta de optimizacion del método computarizado.
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Respecto al analisis de la Inferencia Bayesiana (Figura 8) se puede decir que un gran
porcentaje de probabilidades posteriores corresponden a valores altos, obteniendo una
topologia similar a la de Maxima Verosimilitud (Figura 11) y Maxima Parsimonia (Figura 7)
con la diferencia que éste evolucionadado un modelo y datos, ademas que los caracteres
morfoldgicos evolucionan como una evidencia total teniendo una fuerte conexién con los
valores de bootstrap del arbol de la matriz conjunta entre rbcL y 18S RNA en Maxima
Verosimilitud (Figura 11). Aunque este ultimo arbol tiene una topologia parecida al que
presenta Choi et al. (2001), asi como en el de Maxima Parsimonia (Figura 7) el mapeo de
caracteres tiene un enfoque distinto bajo este andlisis para ponderar las siguientes
estructuras anatémicas: tricoblastos en ramas laterales, nimero de células pericentrales,
arreglo de los tetrasporangios, presencia o ausencia de las células corticales y tipo de
conexion entre los rizoides y las células pericentrales, debido a que se pueden explicar los

” o«

siguientes conceptos “evolucién en paralelo” “convergencia evolutiva” o “autapomorfias”
no so6lo bajo un evento histérico, sino también como las probabilidades de diversificacion
de los anteriores caracteres en los nodos que representan la topologia y tiempo de las

ramas del arbol mas probable (Lewis, 2001; Pagel, 1999; Maddison y Maddison,2012).

A continuacion se discutira la optimizacion de la reconstruccion de cada uno de los
anteriores caracteres bajo el método de Maxima Verosimilitud y las implicaciones que
dentro de este criterio tienen en la delimitacion de especies y géneros contrastandolos

con resultados de previos estudios.

8.2 La ancestria del caracter vegetativo, ramas laterales con tricoblastos separados en

segmentos internodales 0 en segmentos sucesivos.

En el género Polysiphonia hay tricoblastos que surgen o se encuentran en las
ramas laterales del talo; existen dos disposiciones en los que se les puede encontrar, ya
sea en segmentos sucesivos o bien separados por uno 0 mas segmentos internodales,
éstos al caer dejan cicatrices celulares persistentes en el punto de fijacion (Senties, 1993)
facilitando la descripcidn del caracter aun cuando son maduras.

En la Figura 12 observamos la reconstruccion del caracter ancestral ya mencionado y
podemos observar que de ambos estados de caracter el nodo plesiomérfico es el que se
caracteriza por poseer ramas laterales con tricoblastos separados por uno o mas
segmentos internodales, aun para el nodo més antiguo que originatodo el clado. Ademas
para los tres grupos Neosiphonia, Polysiphonia y Multipericentral, los nodos ancestrales
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son los mismos con la diferencia que en el grupo Polysiphonia hay una tendencia para
poseer tricoblastos en segmentos sucesivos en las especies Polysiphonia macrocarpa y
P. atlantica. En el grupo Multipericentral, P. fucoides presenta este caracter ain cuando
su nodo ancestral no lo contiene. De igual manera este estado se presenta en el grupo
Neosiphonia en las especies P. pernacola y P. sertularioides (Figura 12).

Para el estudio de Choi et al. (2001) este caracter evoluciona en paralelo entre el grupo
Neosiphonia y el grupo Multipericentral y una mas con la especie Dasya baillouviana. En
Stuercke y Freshwater (2008) es un caracter que evoluciona en paralelo entre las
especies que derivan en Neosiphonia harveyiy las que dan origen a P. breviarticulata. Por
otro lado, en la Figura 12 del presente estudio, en este caracter el nodo plesiomorfico asi
como la mayoria en las ramas terminales corresponde a la presencia de tricoblastos
separados por uno 0 mas segmentos internodales y no por una evolucién en paralelo sino
por una diversificacion temprana y con pocos cambios de divergencia que llevaron a ésta
caracteristica a predominar en los tres grupos; sin embargo, en el nodo que deriva en
Polysiphonia atlantica y P. macrocarpa se puede observar una mayor diversificacion hacia
tricoblastos en segmentos sucesivos. Esto podria explicar que solamente en algunas
especies esta estructura morfologica diversifica mas rapido (Figura 12), sobre todo en
especies del grupo Polysiphonia en el cual se propone evaluar los ejemplares de las
anteriores especies para realizar estudios sobre tasas de diversificacion entre ambas asi

como propuestas en estudios de genética de poblaciones.

8.3 El reconocimiento del Grupo Multipericentral y el caso de Vertebrata lanosa en el

numero de células pericentrales.

El nimero de células pericentrales ha caracterizado la taxonomia del grupo desde
las primeras descripciones de Hollenberg hace aproximadamente 50 afios, ademas de ser
el mas diverso en cuanto a esta caracteristica alrededor del mundo (Stuercke y
Freshwater, 2008).

En el estudio de Choi et al. (2001) se reconoce al grupo Multipericentral combinando
datos moleculares con anatomicos en un andlisis de parsimonia, e incluyen a las
siguientes especies como parte de este grupo: Boergeseniella fruticulosa, Enellitosiphonia
stimpsonii, Polysiphonia nigra, Polysiphonia fucoides y Vertebrata lanosa. En dicho
estudio ellas comparten una importante sinapomorfia, el hecho de tener mas de cinco

células pericentrales; sin embargo puntualiza que es un caracter que evoluciona en
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paralelo con Polysiphonia virgata que en su trabajo es considerada como miembro del

grupo Neosiphonia.

En la Figura 13 podemos omitir la evolucion en paralelo por una divergencia temprana del
numero de células pericentrales dentro del nodo que diversifica al grupo Neosiphonia del
Multipericentral, pero lo mas interesante es observar las posibles y répidas tasas de
cambio que existen entre los tres estados de caracter en el grupo Neosiphonia. Esto lleva
consigo otra interpretacion al trabajo de Choi et al. (2001), es decir, a pesar que mas de
cinco células pericentrales caracterizan al grupo Multipericentral identificando especies y
por tanto delimitando géneros, muy probablemente tendremos algunas que presenten
esta caracteristica y no pertenezcan al grupo Multipericentral, como en este estudio
Neosiphonia howei y Polysiphonia schneideri presentan esta caracteristica (Figura 13). De
aqui laimportancia en el mapeo de un caracter para proveer futuras investigaciones sobre
convergencias evolutivas con caracteres morfolégicos, por tanto, si puede ser una
caracteristica morfolégica que agrupa a la mayoria de especies dentro del grupo
Multipericentral, pero no es Unica y facilmente interpretada por las claves taxon6micas
debido a que molecularmente pueden ser otras especies las que presentan ésta

diagnosis.

Respecto al estudio de Stuercke y Freshwater (2008), caracteres como ausencia de
corticacion; forma de las ramas laterales adventicias (lineares y lanceoladas); asi como el
crecimiento de ramas erectas que se originan de los rizoides basales, evolucionan en
paralelo respecto a Polysiphonia fucoides con P. breviarticulata y P. denudata. Para
analizar este caso, se puede decir, que aun teniendo una serie de caracteristicas que
definen al grupo Multipericentral por el método de parsimonia, muchos de estos estados
de caracter como el de ausencia de corticacion, es una diagnosis que en las claves
taxondmicas es uno de los primeros criterios que funcionan para delimitar una especie, ya
gue algunos miembros del grupo Polysiphonia también carecen de células corticales, por

tanto, recurrimos al mismo problema de identificacion.

Independientemente de las caracteristicas taxonomicas que identifican a Vertebrata
lanosa es interesante resumir que es una especie simbionte del alga parda Ascophyllum
nodosum, ademas de interactuar con el hongo también parasito Mycophycias ascophylli
(Garbary et al., 2005). Estas interacciones abren paso a estudios de coevolucion entre
especies, asi como de biogeografia y especiacién, debido a que esta alga se encuentra

en el Atlantico noroeste restringiendo a la vez la distribucion de sus parasitos. El resto de
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las especies del grupo Multipericentral se encuentran de igual manera distribuidas, es
decir, en el Atlantico noroeste, dando un enfoque distinto para solucionar los problemas

taxonomicos de este grupo.
8.4 La ausencia de células corticales una posible diversificacion ancestral

En este trabajo, la mayoria de las especies estuvieron caracterizadas por la
ausencia de células corticales que rodean a las células pericentrales de talo, sin embargo
el nodo mas ancestral que diversifica a los tres grupos tiene como caracteristica la

presencia de estas células (Figura 14).

Cabe destacar que para Choi et al. (2001) la presencia de corticacion de células que
define al grupo Neosiphonia evoluciona en paralelo con especies del grupo
Multipericentral, con excepcion de Neosiphonia savatieri la cual no presenta células
corticales. En el estudio de Stuercke y Freshwater (2008) las células corticales se
presentaron en solo tres de los nueve ejemplares que se definen como Polysiphonia
breviarticulata, y en todos aquellos bajo el nombre de Neosiphonia harveyi, las cuales
sumadas al estudio de Choi et al. (2001) evolucionarian en paralelo con Multipericentral y
Polysiphonia.

En la Figura 14 del presente estudio observamos que s6lo dos especies del grupo
Neosiphonia presenta corticacién. N. bajacali y N. echinata; sin embargo el nodo que
diversifica en grupo Polysiphonia, Multipericentral y Neosiphonia presenta el estado de
células corticales ausentes, lo que puede indicar que las tasas de cambio en esta
caracteristica son recientes. Ademas para Neosiphonia howei no se encontré en la
literatura alguna descripcidn con respecto a la presencia de corticacion (Kapraun et al.,
1983).

Por otro lado, un dato importante es el que nos menciona Stuercke y Freshwater (2008)
basandose en el estudio de Kudo y Masuda (1986), el cual menciona que la presencia de
corticacion se condiciona al desarrollo de estructuras reproductivas, la cual no siempre se
lleva a cabo en especies como Polysiphonia japonica y Polysiphonia akkeshiensis,
evaluadas en aquel trabajo.

Lo que se propone en este estudio es evaluar si el caracter presencia o ausencia
de células corticales depende del ciclo de vida y algunas caracteristicas que condicionan
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el desarrollo de Polysiphonia o Neosiphonia, o si se trata de un caracter que se encuentra
evolucionando bajo un contexto evolutivo.

8.5 El arreglo en linea recta de los tetrasporangios una caracter plesiomorfico

De acuerdo al estudio de Choi et al. (2001), el arreglo de los tetrasporangios en
linea recta es caracteristico del grupo Polysiphonia. En este estudio, este mismo caracter
es el ancestral y diversifico para el estado en espiral solo en los nodos que representan al
grupo Neosiphonia y Multipericentral, es decir, el grupo Polysiphonia conservo esta
caracteristica ancestral a diferencia de los otros dos (Figura 15). Posiblemente sea uno de
los puntos morfolégicos mas fuertes dentro del grupo respecto a los resultados de Choi et
al. (2001) y los obtenidos en esta reconstruccion.

Evidentemente existen excepciones que ejemplifican uno de los puntos con mayor debate
entre la ponderacion de caracteres morfoldégicos vs moleculares. Por ejemplo, las claves
taxondmicas tradicionales basadas en morfologia, suelen discriminar especies si alguno
de los ejemplares que se observa no tiene la caracteristica diagnoéstica descrita en
determinada linea. Si esto fuera asi, segun estas tendencias, especies que no tienen
tetrasporangios en espiral tales como P. schneideri, P. pernacola y P. sertularioides
(Figura 15) estarian directamente fuera del grupo que las contiene, en este caso
Neosiphonia y serian colocadas dentro del grupo Polysiphonia. Sin embargo, este mismo
grupo comparte un nodo ancestral que corresponde con el arreglo en espiral para todo el
grupo, ddndonos como ejemplo que aunqgue los caracteres morfoldgicos difieran entre
especies del mismo conjunto, estos mismos pueden estar presentes aun cuando la

mayoria del conjunto no las presenten (Figura 15).

Sin embargo, respecto a los estudios de Stuercke y Freshwater (2008) y Choi et al.
(2001), la caracteristica de tetrasporangios en linea recta es un caracter fuertemente
ilustrativo para identificar especies de Polysiphonia, ain cuando en sus estudios
evoluciona en paralelo con el grupo Neosiphonia. Para este trabajo, la diversificacion en el
nodo que explica la divergencia entre Polysiphonia y Neosiphonia se puede interpretar
como uno de los mas fuertes para decir que los tetrasporangios en linea recta son
caracteristicos en Polysiphonia y los tetrasporangios en espiral son de Neosiphonia aun
cuando P. schneideri, P. pernacola, P. sertularioides y N. howei son la excepcion,

posiblemente por la expresion de esos mismos caracteres ancestrales al momento de la
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diversificacion. Es decir, de acuerdo a los trabajos previos y del presente estudio se

propone que sea una caracteristica morfolégica distintiva para ambos géneros.

8.6 El tipo de conexion entre rizoides y células pericentrales y la tendencia en conexion

abierta del Grupo Polysiphonia

En la Figura 16 podemos observar que los cambios entre los estados de caracter
qgue representan el tipo de conexidn entre rizoides y las células pericentrales son los mas
diversos respecto a los anteriores arboles que reconstruyen los caracteres ancestrales
antes discutidos. El nodo ancestral que divide al grupo Polysiphonia de Neosiphonia y el
grupo Multipericentral tiene ambos estados de caracter: rizoides en conexion abierta y
cerrada con las mismas probabilidades para diversificarse en los grupos antes
mencionados; sin embargo el estado de caracter que representa al grupo Polysiphonia
presenta rizoides en conexion abierta; el grupo Multipericentral con algunos cambios
repentinos pero tendiendo a rizoides en conexion cerrada con la excepcion de Vertebrata
lanosa, misma que en el estudio de Choi et al. (2001) evolucionaen paralelo con el grupo

Polysiphonia.

Un dato muy interesante es el que representa al nodo que diversifica en Neosiphonia, si
observamos la Figura 16 notaremos que este grupo parece dividirse en dos, uno con las
especies: Neosiphonia pentamera, N.tongatensis, N. ferulacea, Polysiphonia
pseudovillum, P. schneideri y P. homoia para la caracteristica de rizoides en conexion
cerrada con la excepcion de la especie N. bajacali. El siguiente grupo con las especies: P.
binneyi, P. havanensis, P. pernacola y P. sertularioides con la caracteristica de rizoides en
conexion cerrada excepto N. echinata y P. anomala. Esto quiere decir que es de los
caracteres con mayor grado de diversificacion en el presente trabajo, posiblemente por
ser una de las estructuras mas importantes ecolégicamente hablando por su funcién de

fijarse al sustrato o a otras superficies solidas.

En el estudio de Stuercke y Freshwater (2008), la conexion cerrada entre los rizoides y las
células pericentrales esta presente en el género Neosiphonia y en todos los ejemplares
gue identifican como Polysiphonia atlantica, asi como en Polysiphonia breviarticulata, P.
denudata y P. fucoides. Esta ultima especie mencionada es presentada en Choi et al.
(2001) dentro del grupo Multipericentral, misma que evoluciona en paralelo con el grupo

Polysiphonia.
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En el presente estudio mas que decir que evolucionan en paralelo se interpreta que el
grupo Polysiphonia tiende a tener rizoides en conexion abierta con excepcion de N. howei.
Por otro lado que el grupo Neosiphonia esta diversificandose mas rapido en dos grupos
gue representan los dos estados de caracter antes planteados, estos resultados nos
indican que es una caracteristica morfolégica que puede presentarse en ambos grupos,

pero en el grupo Neosiphonia tiene cambios evolutivos mas frecuentes.
8.7 El caso de Neosiphonia howei

Recientemente se han propuesto como caracteristicas diagndsticas para el género
Neosiphonia el poseer ramas lateras con tricoblastos sucesivos, rizoides en conexion

cerrada por una pared y arreglo en espiral de los tetrasporangios (Kim, 2003)

En Choi et al. (2001), el género Neosiphonia presenta 4 células pericentrales y de
corticacion periférica a estas células, ademas de tener conexiones entre rizoides y células
pericentrales separados por una pared, ramas carpogoniales con tres células, ejes de
desarrollo espermatangial con dicotomia de tricoblastos fértiles y la presencia de
tetrasporangios con arreglo en espiral.

Respecto al caracter de tricoblastos en segmentos sucesivos, en este estudio se
menciona que es un cardcter ancestral presente en los nodos de los tres grupos de
interés (Figura 13) y por lo tanto dificilmente podria ser un caracter diagndstico
suficientemente informativo para diferenciar entre los diferentes grupos.

Respecto a la conexion entre rizoides y células pericentrales en conexion cerrada por una
pared, en los trabajos de Choi et al. (2001); Stuercke y Freshwater (2008) y en el presente
podria ser una caracteristica distintiva del género Neosiphonia, asi como también los
tetrasporangios con arreglo en espiral. Desafortunadamente el caracter ramas
carpogoniales con tres células y los ejes de desarrollo espermatangial con dicotomia en
tricoblastos fértiles, no pueden ser presentados en el presente trabajo debido a la escasez
de informacion entre las clasificaciones presentes en México y las que actualmente se
han registrado en el mundo.

Por otro lado, molecularmente hablando, Neosiphonia howei es una especie mayormente
relacionada con el grupo Polysiphonia a diferencia de las interpretaciones con los
resultados morfolégicos. Es probable que presentando mayores estudios con esta especie

a nivel filogeografico se resuelva esta incongruencia entre los datos, ademas de que el
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hecho de tratarse de una especie cosmopolita y con un amplio rango de distribucion
(Guiry y Guiry, 2012) dificulta su interpretacion. Se propone resolver su estatus a nivel
genético para diferenciar poblaciones y esclarecer de mejor manera la posicion de esta
especie que ha sido cambiada de Polysiphonia al grupo Neosiphonia; debido a que
morfolégicamente si presenta la mayoria de las caracteristicas propuestas por Kim
(2003), pero que molecularmente no se resuelve en la reconstruccion de caracteres

ancestrales.
9. CONCLUSIONES

Este estudio contrasta con trabajos valiosos en el tema, como el de Choi et al.
(2001), Kim (2003), Kim y Lee (1999), asi como en el trabajo de Stuercke y Freshwater
(2008) en las diferencias encontradas entre el grupo Polysiphonia, Neosiphonia y grupo
Multipericentral, aplicando analisis filogenéticos utilizando informacion morfolégica y
molecular. La diferencia principal radica en la depuracion de datos y la incorporacion de
caracteres de descripciones en especies mexicanas, asi como en la optimizacion del
método bajo un contexto filogenético distinto, con énfasis en la reconstruccion de
caracteres ancestrales, presentados y elaborados por Maxima Verosimilitud e Inferencia

Bayesiana, contrastandolo con Maxima Parsimonia en los anteriores estudios.

Por otro lado la reconstruccion de caracteres ancestrales de cada uno de los evaluados
en el presente trabajo puntualiza diferentes interpretaciones evolutivas, argumentando la
importancia tanto de identificar especies como de ponderar caracteres esenciales para la
clasificacion en este caso del género Polysiphonia conrespecto al grupo Multipericentral y
Neosiphonia, (Ranking vs. Grouping). Por ejemplo en la discusion final del caracter
arreglo de los tetrasporangios se llega a la conclusién que podria ser uno de los mas
importantes para identificar especies de Polysiphonia con respecto a otros grupos.

También cabe destacar la importancia del mapeo de un caracter morfolégico sobre una
filogenia basada en evidencia molecular a diferencia de el mapeo total de caracteres o la
evidencia total como en el caso de los analisis Bayesianos,; esta diferencia radica en la
resolucidon que un cardcter tiene al presentarse en un nodo de diversificacion, ventaja que

antecede el método de Maxima Verosimilitud sobre otros métodos tradicionales.

Se destaca entre otras observaciones, que para construir una filogenia basada en
caracteres morfoldgicos falta estandarizar la informacién y por otro lado incorporarla a
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especies registradas en Meéxico. Esto es para facilitar el trabajo de revision y

experimentacion dentro de un protocolo cientifico.

Finalmente las clasificaciones basadas en una delimitacion robusta de la especie son
basicas para el desarrollo de otrotipo de estudios por ejemplo ecoldgicos, biogeogréficos,
fisioloégicos entre otros en mi opinidn por hacer una evaluacion filogenética integral con

mayor evidencia y respaldo de investigacion.

10. PERSPECTIVAS
10.1 Propuesta Filogeografica

La Figura 17 presentada en el anexo A, representa las distribuciones geogréficas
de los grupos Polysiphonia, Neosiphoniay Multipericentral segin Guiry y Guiry (2012). La
intenciébn es hacer notar que los tres grupos se congregan en diferentes zonas
geogréficas con la finalidad de estimular el interés de quienes colectan en ciertas regiones
ya sea del Pacifico Mexicano o el Caribe y contribuir en posibles estudios a futuro para
analisis de filogeografia con haplotipos del gen rbcL de plastidio (ver Mclvor et al., 2001),
asi como de trabajos especializados en ecologia de poblaciones y biogeografia, para la
delimitacién de grupos. Por lo tanto, a partir de este trabajo considero que es importante
integrar toda la informacion disponible del género incluyendo la incorporacién de
herramientas moleculares y filogenéticas, para nutrir las bases de datos basicas y
necesarias en nuestro pais. Por tanto desarrollar una biologia evolutiva y sélida en el
conocimiento del género Polysiphonia debido a su importancia ecoldgica.
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ANEXO A

Propuesta filogeografica de los grupos Polysiphonia, Neosiphonia y Multipericentral en el
mundo
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Figura 17. Se muestra las siguientes distribuciones geograficas de los tres grupos de estudio:
Polysiphonia mostrado en rojo (Océano Pacifico occidental y Oriental, mares de Nueva Zelanda y
Australia, regiones del Océano indico, mares del Norte de Europa algunas zonas del Atlantico
Africano y Sudamericano, Pacifico Mexicano y zonas de Océano Artico de Alaska). Neosiphonia
mostrado en verde (Principalmente regiones del Mar Caribe, Océano indico; asi como algunas islas
de Indonesia o Pacifico Oriental). Grupo Multipericentral mostrado en azul (Océano Atlantico del
Norte, Mar de Nueva Zelanda y Australia y algunas regiones de Asia Menor). Se nota una mayor
distribucién del género Polysiphonia a comparacién de los otros grupos, por otra parte se propone
al mismo como centro de especiacion y diversificacion (Distribuciones basadas en Guiry y Guiry,
2012).
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