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RESUMEN

HISTORIA DE VIDA DE Porphyra hollenbergii DAWSON (RHODOPHYTA)
ESPECIE ENDEMICA DEL GOLFO DE CALIFORNIA, MEXICO.

La biologia de Porphyra C. Agardh 1824 se ha investigado extensivamente debido
a la produccion de “Nori” y su valor econdmico. El cultivo de Porphyra es
probablemente uno de los mas avanzados dentro de la maricultura de las algas
marinas. Su produccion mundial es de 1.4 millones de toneladas métricas anuales
de “nori” con un valor de 1.200 billones de ddlares. Uno de los problemas mas
fuertes que presenta el género Porphyra es su taxonomia. La razén, presenta una
morfologia simple por lo que incluye muchas especies cripticas o gemelas debido a
su plasticidad fenotipica. Este y otros caracteres hacen dificil la identificacion de las
especies. La imprecision en la taxonomia del género también tiene implicaciones
serias en estudios ecoldgicos. Estas dificultades han estimulado a muchos
investigadores al uso de técnicas de biologia molecular para el estudio del genero
Porphyra, en su taxonomia, historia de vida, distribucion y ecologia. En el Golfo de
California, México, se describen dos especies endémicas y dioicas Porphyra
hollenbergii Dawson 1953 y Porphyra pendula Dawson 1953, basadas en
caracteres taxondomicos. La evaluacion de la distribucion geografica de P.
hollenbergii a lo largo del Golfo de California, se realiz6 a partir de datos
morfolégicos anatomicos, reproductivos de su historia de vida y datos moleculares.
Nuestra hipotesis fue que solo existe una especie endémica en el Golfo de
California. Esta se comprobd con ayuda de dos loci, rbcL del plastido y el gen rADN
18S parcial, conjuntamente con las observaciones morfolégicas. Para ello se
recolectaron muestras de 13 localidades de febrero de 1998 a abril de 2009. Las
muestras presentaron morfologias y habitos de crecimiento similares, comparten un
tipo de descripciones muy similares, asi como el registro de habitats. En total, se
analizaron 31 individuos. La diversidad genética global fue del 0.011 y 0.0144, la
diversidad de nucleétidos fue 0.03497 y 0.0212 para el gen rbcL y 18S,
respectivamente. Un total de nueve haplotipos fueron identificados para ambos
genes rbcL y 18S. Los resultados indican que para el Golfo de California, por lo
menos existen cinco especies dioicas de Porphyra con caracteristicas muy
similares. Los arboles filogenéticos basados en rADN 18S parciales y los datos de
secuencia de rbcL, muestran una profunda division en el género que obviamente no
esta correlacionado con las caracteristicas morfolégicas, e indican que los
representantes de especies dioicas de Porphyra del Golfo de California han sido
objeto de un largo aislamiento reproductivo. Finalmente la distribucion de P.
hollenbergii queda restringida a la region central y sur del area y solo se ubicé en
dos localidades; Punta Chivato y Bahia Agua Verde. Cabe mencionar que existen 4
especies mas que presentan caracteristicas similares, tres de ellas pertenecen a un
nuevo taxa, con una distribucion en la region sur del Golfo de California. P. pendula
ya descrita para el Golfo de California, tiene una distribucion restringida en la region
norte. La historia de vida de P. hollenbergii, se investigd en relacion a la
temperatura, fotoperiodo y al nivel del flujo de fotones. Nuestra hipoétesis es que la



historia de vida de P. hollenbergii es controlada por las temperaturas extremas
(<10°C a> 30°C), fotoperiodos (corto/neutral/largo) y niveles de flujo de fotones
(baja/alta luz). Experimentos de cultivo se establecieron mediante un disefio
factorial 5x5x3 con cinco niveles de flujo de fotones (10, 20, 40, 60 y 80 pumol foton
m? s), cinco temperaturas (10, 15, 20, 25 y 30°C ) y tres fotoperiodos (8L:16,
12:12 y 16:8; luz:oscuridad). Para la fase gametofita, la liberacion Optima de
cigotosporas fue a 15°C, con un nivel de flujo de fotones de 60 umol fotones m? s*
y fotoperiodo largo (16L: 80). La germinacion fue mejor a 20°C, un nivel de flujo de
fotones de 60 pmol fotén m? s y un fotoperiodo largo 16L:80. El nimero de
arquésporas por mm™ de la fase conchocelis fue significativamente diferentes a las
condiciones 20°C, 40 pmol foton m? s, y en 12L:120. El nimero de ramas
conchosporangiales por mm™? y conchosporangios fueron significativamente
diferentes a 20°C, 20 umol fotones m? s®, y en 8L:160. Las conchosporas se
liberaron después de 6 semanas a 10°C, 20 pmol fotén m? s a 8L:160. En base a
estos resultados, la temperatura del agua fue el factor limitante para el crecimiento
conchocelis. Sin embargo, es la combinacion de la temperatura alta del agua y
fotoperiodo, las condiciones ambientales que parecen controlar el desarrollo de
arquésporas y conchosporas. La historia de vida de P. hollenbergii fue controlada
por una serie de factores en cada etapa, lo que claramente se observa es la
influencia del medio ambiente 6 del habitat sobre la especie.
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CariTuLO |

EL GENERO PORPHYRA C. AGARDH (BANGIALES, RHODOPHYTA)

INTRODUCCION GENERAL
IMPORTANCIA

La biologia de Porphyra C. Agardh 1824 se ha investigado
extensivamente debido a su valor econdmico en la industria de la acuicultura en
la produccion de “Nori”. Dado que las especies de Porphyra son comestibles y
una fuente importante de nutrientes, ademas de poseer abundantes proteinas,
vitaminas, minerales y fibra dietética; usadas para consumo humano o como
complemento alimenticio para animales (Nisizawa 2002; Zhang et al. 2004,
Guiry y Guiry 2009), o también como fuente de pigmentos rojos al extraer la r-
ficoeritrina (Mumford y Miura 1988).

El cultivo de Porphyra comenzo en el siglo XVII en Japon, Corea y China, y
se ha convertido en una de las industrias mas importantes de las costas de
aguas someras en estos paises. El cultivo de Porphyra es probablemente uno
de los mas ampliamente utilizados, y es uno de los de mayor importancia en el
mundo de las macroalgas, siendo de los mas avanzados en la maricultura de
las algas marinas (Mumford y Miura 1988; Pereira et al. 2008). Su produccion
mundial es de 1.4 millones de toneladas métricas anuales de “nori” con un valor
de 1.200 billones de dolares USD. Solo superada por la produccion del kelp en
Laminaria J.V. Lamouroux 1813, con una produccién 4.5 millones de toneladas

métricas, valuadas en 2.75 billones USD (Yarish et al. 1999; Pereira et al. 2008;



FAO 2009; Israel 2010). Originalmente, el cultivo del nori dependia de semillas
naturales (conchosporas) debido al poco conocimiento acerca de su ciclo de
vida y el origen de las semillas. Actualmente, ninguna granja Porphyra recolecta
semillas silvestres. El cultivo de esta macroalga se ha convertido en un sector
acuicola préspero en China, la Republica de Corea y Japon. Ademas de estos
productores tradicionales, este se ha expandido gradualmente a otros
continentes, incluyendo Africa, América del Norte y Europa (Israel 2010).

China es el principal productor de Porphyra o nori, seguido por Japén y la
Republica de Corea. Se cultivan dos especies principales Porphyra yezoensis y
Porphyra haitanensis. El 90% de la produccion de Porphyra yezoensis se
exporta al mercado internacional o se revenden a otros paises via Japon; los
productos de P. haitanensis se destinan al mercado interno, solo se exporta el
10% de la produccién (FAO 2009; Israel 2010).

A pesar de que en los Estados Unidos y el Reino Unido se esta
experimentando en el cultivo de Porphyra, no se espera que estos paises se
conviertan en grandes productores, ya que la actividad requiere de mucha
mano de obra. Por lo que en el futuro se espera que el principal mercado se
mantenga en Asia (Yarish et al. 1999; Pereira et al. 2008; FAO 2009).

El cultivo y procesamiento de Porphyra es una industria tradicional. Su
produccion se encuentra estable, es decir, no se esperan cambios drasticos
para las proximas décadas. La demanda del mercado es estable. En funcion de
la tasa de crecimiento poblacional se espera que el consumo de Porphyra

decaiga de 3 a 5% anual (FAO 2009).



Su importancia gastrondmica ha generado una serie de investigaciones
fisiolégicas, cuyo objetivo es hacer mas eficiente su cultivo. Los estudios se han
centrado principalmente sobre su historia de vida y la influencia que pudieran
tener algunas variables como temperatura, densidad de flujo de fotones y
fotoperiodo en el desarrollo de su fases, dando mayor énfasis a la fase
filamentosa denominada conchocelis por ser la que genera principalmente la
fase foliar (Hollenberg 1958; Chen et al. 1970; lwasaki y Sasaki 1972; Conway y
Cole 1977; Cole y Conway 1980; Kapraun y Luster 1980; Kapraun y Lemus
1987; Freshwater y Kapraun 1986; Sidirelli-Wolff 1992; Lewmanomont y
Chittpoolkusol 1993; Israel et al. 1999; Katz et al. 2000; Ruangchuay y Notoya

2003; Pereira et al. 2004; Pereira et al. 2005; Sahoo et al. 2006).

CLASIFICACION TAXONOMICA

El género Porphyra esta representado por mas de 264 nombres de
especies, de los cuales, 130 especies son aceptados actualmente a nivel
mundial (Yoshida 1997; Yoshida et al. 1997, Brodie and Zuccarello 2007; Guiry
y Guiry 2009; Israel 2010). Son particularmente abundantes en zonas frias-
templadas y boreales de los hemisferios norte y sur. Pocas especies se pueden
encontrar en las zonas tropicales o en los polos (Israel 2010). Los caracteres
gue se usan para la separacion de especies de Porphyra son: (1) niumero de
capas de células y cloroplastos por célula, (2) margen de la hoja, (3) forma de la
lamina, (4) estructura de la parte basal, (5) grueso de la lamina, (6) color de la

lamina, y (7) sexualidad (Kurogi 1972; Yoshida 1997). Recientemente el uso de



herramientas moleculares (es decir, informacion de cloroplastos y material
nuclear molecular del dato y observaciones de cariotipos), han ayudado a
aclarar los conceptos de la especie y sus relaciones taxondémicas, todo
orientado a una mayor comprension de la distribucién geografica de Porphyra
por todo el mundo.

Actualmente Porphyra, perteneciente a las Rhodophyta Wettstein 1901 se

encuentra clasificado taxondmicamente de la siguiente manera:

Imperio Eukaryota Chatton 1925

Reino Plantae Haeckel 1866

Subreino Biliphyta Cavalier-Smith 1981

Phylum Rhodophycophyta Wettstein 1901

Subphylum Eurhodophytina G.W. Saunders et Hommersand 2004
Clase Bangiophyceae  Wettstein 1901

Subclase Bangiophycidae @ Wettstein 1901

Orden Bangiales Nageli 1847

Familia Bangiaceae Engler 1812

La familia Bangiaceae de las Rhodophyta incluye a los géneros Bangia
Lyngbye 1819 y Porphyra. Las cuales son facilmente distinguibles por su forma
del talo filamentoso y laminar respectivamente (Yoshida 1997). Actualmente se
incluyen también a los géneros Bangiadulcis W.A. Nelson 2007, Bangiomorpha
N.J.Butterfield 2000, Dione W.A. Nelson in Nelson et al. 2005, Minerva W.A.
Nelson in Nelson et al. 2005, Pseudobangia K.M. Mdller et Sheath in Muller et

al. 2005, Phyllona J. Hill 1773, Zachariasia Lemmermann 1895 (Guiry y Guiry



2009; Schneider y Wynne 2007). De las anteriores géneros Phyllona y
Zachariasia estan en duda por qué no han sido estudiadas desde su registro vy,

actualmente tienen nombres inciertos.

DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y VERTICAL

El género Porphyra C. Ag. presenta una distribucion cosmopolita en los
océanos del mundo, generalmente esta confinado a aguas templado-frias que
van desde la regién tropical, sub-tropical a la polar artica y antartica; se
considera al pacifico Norte como centro de diversidad del genero (Kjellman
1897; Tanaka 1952; Krishnamurthy 1972; Kurogi 1972; Cordero 1974; Kapraun
y Lemus 1987; Yoshida 1997; Guiry y Guiry 2009). La fase macroscopica o
foliar crece desde la zona intermareal alta hasta la zona submareal baja,
principalmente son epiliticas, pero algunas especies son epifitas. La fase
microscopica vive principalmente en el submareal, la que penetra sustratos
calcareos por lo que es endolitica, sobre de conchas de ostras y balanos

(Abbott y Hollenberg 1976; Guiry y Guiry 2009).

DESCRIPCION GENERAL DEL GENERO PORPHYRA
La historia de vida de Porphyra fue descrita primeramente por Drew (1949).
La fase filamentosa de la historia de vida de Porphyra era conocida como un
género aparte, fue descrita como Conchocelis rosea Batters 1892. Batters la

encontré6 asociada a conchas de Ostrea spp, Mytilus, Patella, Balanus,



Buccinum, Littorina y Cyprina, y también en tubos calcareos de Spirobis y
Pomatocerous. Y como epifita de Lithothamnion laevigata (Drew 1954).

Las fases reproductivas entre las especies de Porphyra pueden variar
grandemente, pero la mayoria de las especies comparten detalles esenciales
de sus historias vida como el ser bifasicas, presentando una reproduccion
sexual en el talo gametofito folioso y reproduccién asexual en la fase
filamentosa conchocelis. En el capitulo Historia de Vida de esta tesis, se dan a
conocer mas detalles sobre las diferentes historias de vida (Notoya 1997,

Nelson et al. 1999; Israel 2010).

FASE MACROSCOPICA

El gametofito es una lamina o un talo macroscopico, folidceo, que alterna
con un talo pequefio, flamentoso esporofito o fase “conchocelis”.

Los talos foliares gametofitos, presentan una o dos células de grosor
(monoderma o diploderma) y un rango de tallas de unos milimetros hasta por
arriba de 3 m de largo. Las laminas tienen un pequefo sujetador discoide. El
estipe es reducido o minimo, las células basales tienen rizoides, las morfologias
de las laminas pueden ser redondas, elipticas, reniformes, ovadas, orbiculares,
lanceoladas a lineales, con margenes lisos, dentados o rufleados dependiendo
de la especie. Uno o dos cloroplastos estelados (monoplastida o diplastida), con
un largo pirenoide central por célula. Contiene ficoeritrina r-Tipo Il. Conexiones
pit ausentes en la fase foliosa. En estadios tempranos de desarrollo el

crecimiento es apical seguido por un cambio a crecimiento difuso en estadios



de desarrollo adultos. Son principalmente epifitos 6 crecen sobre rocas, La fase
foliar es anual de breve duracion, pocas especies son de verano y la mayoria
de invierno (Kurogi 1972; Abbott y Hollenberg 1976; Murray y Dixon 1992; Guiry

y Guiry 2009).

FASE MICROSCOPICA
La fase microscopica ¢ filamentosa conchocelis consiste de pequefios
filamentos ramificados y uniseriados, esta penetra sustratos calcareos es
endolitica, como las conchas de ostras y balanos. Presenta conexiones pit.
Cloroplastos parietales congregados en bandas. La fase filamentosa
conchocelis es probablemente perenne (Abbott y Hollenberg 1976; Murray y

Dixon 1992; Guiry y Guiry 2009).

REPRODUCCION SEXUAL

La fase foliar en la mayoria de las especies es monoica en algunas es
dioica, pero también hay especies androdioicas gametofitas (Notoya 1997). Los
espermatengios se forman a partir de células vegetativas después de una serie
de divisiones celulares anticlinales y periclinales para formar los paquetes de
espermacios (Kurogi 1972). Los espermacios son de color blanco a amarillo
debido a la desintegracién de los cloroplastos durante la espermatogenesis
(Guiry y Guiry 2009). Los espermacios continene un alto contenido nuclear,
numerosas vesiculas fibrilares que contienen mucopolisacaridos. El carpogonio

puede ser morfoldgicamente una célula indiferenciada o una célula que tiene un



tricogino uni 6 bipolar (Murray y Dixon 1992). Después de la fertilizacion el
carpogonio se convierte en el cigotosporangio y experimenta una serie de
divisiones periclinales y anticlinales para formar los paquetes de cigotosporas
diploides que posteriormente seran liberadas por la disolucién de la pared
celular circundante. Las cigotosporas germinan en una fase microscopica,
filamentosa llamada conchocelis. Bajo ciertas condiciones de temperatura y
regimenes de luz de dia, la fase conchocelis forma densas ramas
conchosporangiales, las cuales liberan conchosporas. En algunas especies
cuando se dan las divisiones en los conchosporangios se lleva a cabo la
meiosis. La meiosis somatica también se ha documentado, esta ocurre cuando
las conchosporas son liberadas (Notoya 1997; Nelson et al. 1999; Guiry y Guiry

2009).

REPRODUCCION ASEXUAL
La fase foliosa de muchas especies de Porphyra, pero no todas ellas,
pueden reproducirse asexualmente a partir de 4 tipos de esporas asexuales;
por medio de arqueosporas, esporas neutras, agamosporas y endosporas. La
comprension y el aprovechamiento de la reproduccion asexual pueden ser
altamente beneficiosos para el cultivo comercial de Porphyra. Por ejemplo, la
produccidén de esporas asexuales da como resultado en el incremento de talos

gametofitos que a la larga influyen en el aumento de los individuos gametofitos



en los cultivos. Los diversos tipos de esporas asexuales se describen a

continuacién (Notoya 1997; Gantt et al. 2010).
1. Una arquespora (= monospora en la literatura antigua), esta
formada por diferenciacion de una célula vegetativa del talo folioso en
una espora simple, que germinara originando un talo foliar. Algunas
especies de Porphyra forman arquesporas solo en talos jévenes de
pocos milimetros de largo, otras especies de Porphyra producen
arquesporas en talos de varios centimetros de largo (Porphyra
yezoensis) (Notoya 1997; Nelson et al 1999; Guiry y Guiry 2009; Gantt et
al. 2010).
2. Esporas neutras, se forman por divisiones mitdticas en células del
talo foliar; estas esporas germinan y desarrollan un talo foliar nuevo
(Notoya 1997; Nelson et al 1999; Guiry y Guiry 2009; Gantt et al. 2010).
P. umbilicalis es un buen ejemplo ya que ésta se desarrolla directamente
a través de la producciéon de esporas neutras en las costas de Maine. La
viabilidad de estas esporas declina en el verano, la reproduccion sexual
no ha sido observada en esta poblacion (Blouin et al. 2007). En contraste
Brodie y Irvine (2003) han observado que en la costa Noreste del
Atlantico, P. umbilicalis se reproduce de ambas formas sexual y asexual.
3. Las agamosporas, se forman por divisiones mitdticas, sin
fertilizacion; bajo apropiadas condiciones puede germinar en filamentos

de conchocelis (Kornmann 1994; Nelson et al. 1999; Gantt et al. 2010).



10

4, Las endosporas, formadas a partir de divisiones mitéticas de las
células del talo foliar, ocurren como un irregular arreglo y un numero
indefinido de esporas encajonadas en un distintivo paquete (Guiry 1990;
Nelson y Knight 1995; Notoya 1997; Nelson et al. 1999; Gantt et al.
2010).

En la fase filamentosa no hay reproduccion sexual, solo asexual. cuatro
tipos de esporas se desarrollan en la fase conchocelis, aunque un quinto tipo de
reproduccidén esta presente la vegetativa (Notoya 1997; Nelson et al. 1999;
Gantt et al. 2010). Los diversos tipos de esporas asexuales se describen a
continuacion.

1. Arquesporas de la fase filamentosa, formadas por diferenciacion
de una celular vegetativa, libera una sola célula la cual germina en la
fase conchocelis. Conocidas previamente como monosporas, un término
que ahora se considera inadecuado aplicar a este tipo de células (Magne
1991; Notoya 1997; Nelson et al. 1999; Gantt et al. 2010).

2. Conchosporas neutras, se refiere a esporangios similares a los
conchosporangios pero produce esporas que en lugar de generar la fase
foliar, germina y produce la fase filamentosa conchocelis (Knight y
Nelson 1999; Nelson et al. 1999; Gantt et al. 2010).

3. Células esféricas, son células sencillas no forman paquetes y
germinan y dan origen a un nuevo talo foliar, sin la presencia de

conchosporangios (Porphyra tenuipedalis) (Notoya 1997).
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4, Las conchosporas son células simples que se desarrollan en la
fase filamentosa de forma diferenciada se distinguen por color,
ramificaciones y forma, se desarrollan dentro de una estructura llamada
conchosporangio. La conchospora liberada germina en un talo folioso o
en la fase gametdfita. La meiosis ocurre cuando la conchospora germina

(Burzycki y Waaland 1987; Notoya 1997; Nelson et al. 1999).

DATOS MOLECULARES

Yoshida (1997) menciona que el género Porphyra presenta muchos
problemas taxonémicos. La razoén, el género Porphyra presenta una morfologia
simple, por lo que incluye muchas especies cripticas debido a su plasticidad
fenotipica. Este y otros caracteres hacen dificil la identificacién de las especies,
el cual puede ser un gran problema en un género de importancia econdémica.
Brodie et al. (1996), sefiala que la imprecisién en la taxonomia de Porphyra
también tiene implicaciones serias en estudios ecoldgicos.

Estas dificultades han estimulado a muchos investigadores al uso de
técnicas de biologia molecular para el estudio del genero Porphyra (Milstein y
Oliveira 2005). Por lo que en las ultimas décadas se han realizado estudios de
analisis de isoezimas (Lindstrom y Cole 1992c, 1993), fragmentos de restriccion
de longitud polimérfica RFLP (Stiller y Waaland 1993; Brodie et al. 1998;
Teasdale et al. 2002; Klein et al. 2003; Lindstrom y Fredericq 2003; Bray et al.

2006, 2007) y espacio interno de transcripcion (ITS) regién del rADN se han
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usado para estudios intragéneros en Porphyra (Kunimoto et al. 1999; Broom et
al. 2002)

La investigacién genética y molecular realizada durante la década pasada
sobre macroalgas marinas, se ha enfocado claramente hacia dos objetivos
importantes. Uno es el desafio taxondmico de algas marinas en general,
incluyendo a Porphyra. Las técnicas moleculares son comunes para la
identificacién de algas cultivables econdmicamente importantes (Niwa y Aruga,
2006), y describir su relacion filogenética entre Rhodophyta y otros eucariotas.
El segundo objetivo principal de la biologia molecular y la investigacion genética
es desarrollar las herramientas para mejorar cultivos de importancia econémica
de Porphyra. Producir cepas manejadas molecularmente para produccion y
maduracién de arquesporas en la fase foliar, induciéndolas a un desarrollo
temprano para generar la fase mas rapidamente, aumentando la produccién y
hacerla econdmicamente mas atractiva (Israel 2010). Los bajos costos de
produccion de protoplastos y electrofusion de protoplastos se ha utilizado para
mejorar la calidad de los cultivos de Porphyra, esto se ha explorado como una
posible alternativa, que podria beneficiar a la industria de la acuacultura (Israel

2010).
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CarituLo I

ANTECEDENTES DE PORPHYRA HOLLENBERGII DAWSON

ANTECEDENTES GENERALES
FASE FOLIAR

Dawson (1944; 1953) describe a Porphyra hollenbergii Dawson 1953 por
primera vez como una especie endémica del Golfo de California y
estrictamente epilitica del mesdlitoral medio y superior (entre +0.5 y +1.7 m
sobre el nivel medio de marea NMM), que forma parches de =1 m? En algunas
localidades se le reporta asociada a Gelidium sp. 6 Ulva sp., pero no se
entremezclan ni crece epifita. La fase foliar es anual, aparece a finales de
diciembre y desaparece a finales de mayo. En marzo, se detectan sus mayores
tallas, y de febrero a abril se encuentra en estado reproductivo (Dawson 1953;
Lépez-Vivas 2000, 2003; Aguilar-Rosas et al. 2007).

La fase foliar es dioica, con dimorfismo sexual por color y talla,
espermatangios distribuidos en forma continua en la zona marginal y de color
amarillo; cigotosporangios distribuidos en la zona marginal de forma continua, y
de color rosa-rojo brillante (Fig. 2.1a) (Lépez-Vivas 2000, 2003). Las frondas
simples ocasionalmente divididas con color rosa, rojo brillante, de verde olivo a
amarillos (Fig. 2.1a). Los talos femeninos prominentemente rizados (Fig. 2.1a),
los masculinos (Fig. 2.1a), ligeramente rizados o no, los femeninos mas largos y
mas anchos que los masculinos (Fig. 2.1a). Los talos masculinos y femeninos

son monostromaticos, de 45-55 ym de espesor (Fig. 2.1b). Todas las células
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del talo presentan un cloroplasto en forma de estrella en el centro (Fig. 2.1c)
(Dawson 1953; Lopez-Vivas 2000, 2003; Aguilar-Rosas et al. 2007).
Espermacios en paquetes de 64/128 con una formula 4/a, 4/b y 4-8/c, en
forma de cubos de entre 20-25 x 20-30 um, en zonas reproductivas de 55-75
pm de alto en seccidén transversal (Figs. 2.2a, b, ¢ y d). Cigotosporas en
paquetes de ocho, en dos hileras con una formula 2/a, 2/b y 2/c (Figs. 2.2¢, f, g
y h), en forma de cubos de entre 25-35 x 25-40 ym, zonas reproductivas de 55-
80 um de alto en seccidn transversal (Figs. 2.2e, f, g y h), con dos cromosomas

(n=2) (Dawson 1953; Lopez-Vivas 2003; Aguilar-Rosas et al. 2007).
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Figura 2.1. a) Fase foliar de P. hollenbergii (frondas lanceolados, lineales) talos inmaduros rosa
palido, talos femeninos rojos con verde olivo a purpuras, masculinos amarillos, hialinos. Escala
100 mm b) Células vegetativas de forma irregular (seccioén transversal), talo monostromatico.
Escala 25 ym. ¢) Cloroplasto en forma de estrella (flecha verde). Escala 22 uym.
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Figura 2.2. Anatomia y morfologia reproductiva en P. hollenbergii. a) formaciéon del paquete
espermatangial (barra 20 um); b) vista de los paquetes espermatangiales en dos hileras
(seccion transversal; barra 85 um). ¢) Espermatangios en paquetes 64 (4/a x 4/b) (vista
superficial; barra 20 um). d) Espermatangio, en paquetes 64 (4/b x 8/c) (seccion transversal;
barra 35 um). e) Cigotosporangios en paquetes de 8 (2/a x 2/b) (vista superficial; barra 25 ym).
f) Cigotosporangios en formacion, se observan dos hileras de paquetes (seccion transversal;
barra 90 um). g) Cigotosporangio, en paquetes de 8 (2/a x 2/b) (vista superficial; barra 12.5 um).
h) Cigotosporangios, en paquetes de 8 (2/b x 2/c) dos hileras de paquetes (seccion trasversal;
barra 35 ym).
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FASE FILAMENTOSA.
Las cigotosporas liberadas por la fase foliar de P. hollenbergii, presentan un
didmetro promedio de 11.1 + 0.2 ym de ancho. La embriogénesis de las
cigotosporas durante las primeras 48 horas presentan un crecimiento unipolar

del tipo nemalion (Fig. 2.3, Dixon, 1973; Lopez-Vivas 2003).

Figura 2.3. Cigotospora de P. hollenbergii con germinacion tipo Ceramium. a) formacion de la
primera célula del filamento. Escala de la barra 15 pm.

Los filamentos de conchocelis presentan 33.8 + 0.95 ym de largoy 7.78
0.20 ym de diametro. Por otra parte, el largo de la primera célula de la
ramificacion del filamento presenta 33.02 £ 1.32 ym largo y 8.40 + 0.26 ym de

diametro (Fig. 2.4).

Figura 2.4. Filamento conchocelis con ramificacién (barra 25 ym).
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Respecto a las estructuras reproductivas en la fase filamentosa, sélo se
reporta la generacion de conchosporangios a 15°C y en fotoperiodo de 8L:160
y densidades de flujo de fotones de 50-100 pmol fotones m? s durante los

primeros 15 dias (Fig. 2.5).

Figura 2.5. Conchosporangios incipientes en P. hollenbergii. a) Primera célula del
conchosporangio a los 5 dias (barra 20 pm). b) Dos células del conchosporangio a los 5 dias
(barra 20 pm). c) Tres células del conchosporangio (barra 15 pm). d) Siete células del
conchosporangio (barra 15 ym). €) Once células del conchosporangio después de 15 dias
(barra 10 ym).
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LocALIDAD TiPO Y MATERIAL TIPO
En las costas del Pacifico Mexicano sélo existen registros de siete especies
(Dawson 1944, 1953; Hawkes 1977; Aguilar-Rosas et al. 1984; Broom et al.
2002; Aguilar-Rosas y Aguilar-Rosas 2003b; Lépez-Vivas 2003; Aguilar-Rosas
2007). Porphyra hollenbergii es una especie endémica del Golfo en California,
siendo Bahia Agua Verde, Baja California Sur su localidad tipo. México
Holotipo: E.Y. Dawson; Feb. 12, 1940; Litoral alto sobre rocas. AHF 50462

(Dawson 539-40) (Dawson 1944, 1953: 14) (Fig. 2.6).
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Figura 2.6. Material tipo de Porphyra hollenbergii de Bahia Agua Verde, B.C.S., recolecta
realizada por Dawson, E.Y. en Febrero de 1940, con apoyo de la Allan Hancock Fundation.
Material Herbario de la Universidad de California en Berkeley. No. 539-40, USC 5838, LAM
049564 y 50462. Material antes perteneciente al Museo de Historia Natural de Los Angeles,
California.
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DATOS MOLECULARES
Se conoce el gen rbcL (F67-SPC) de 1362 pb de Porphyra hollenbergii,
recolectada en su localidad tipo Bahia Agua Verde, B.C.S., 30 marzo de 2004.
El cual se encuentra en el GenBank con el numero de AY794401 (Lépez-Vivas

et al. no publicado; Lynch et al. 2008).

AREA DE ESTUDIO

El area cubrié el Golfo California desde el alto Golfo, Baja California
hasta Mazatlan, Sinaloa, en la parte continental de México y del alto Golfo hasta
Cabo Pulmo Baja California Sur, en la Peninsula de Baja California. En su
conjunto la zona de recolecta comprendié cuatro estados de la Republica
Mexicana, Baja California, Baja California Sur, Sinaloa y Sonora (Fig. 2.7).

Baja California se ubica al norte 32° 43’, al sur 28 °00’ de latitud norte; al
este 112° 47", al oeste 117° 07' de longitud oeste. Colinda al norte con E.U.A,
Sonora y el Golfo de California; al este con el Golfo de California; al sur con
Baja California Sur y el Océano Pacifico; al oeste con el Océano Pacifico (Fig.
2.7; INEGI 2000). El estado cuenta con 1,380 Km de litoral, de los cuales 740
Km corresponden a costas del Océano Pacifico y 640 Km a costas del Golfo de
California. Lo accidentado del litoral permite contar con una gran variedad de
formaciones geoldgicas como islas, bahias, lagunas costeras, cabos y puntas
(Aguilar-Rosas y Aguilar-Rosas 1994). En la region Norte de la Peninsula de
Baja California, las costas estan constituidas morfolégicamente de una zona

montafosa con grandes acantilados cortados casi verticalmente, pequenas
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caletas donde el sustrato es principalmente rocoso, las zonas de entre mareas
estan constituidas por roca maciza a manera de terraza de tipo marino; algunas
terrazas estan formadas de cantos rodados y en ocasiones se interrumpen por
playas arenosas (Aguilar-Rosas et al. 1982; Pacheco-Ruiz y Aguilar-Rosas
1984; Aguilar-Rosas y Aguilar-Rosas 1994). Las costas del Golfo de California,
cuentan con extensas playas arenosas con pendiente, zonas rocosas bafadas
por el mar, algunas playas con cantos rodados y guijarros, acantilados en la
zona de las grandes lIslas. Bahias muy comunes con extensas playas y areas

rocosas en sus extremos (Fig. 2.7).

.
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Figura 2.7. Area de estudio Golfo de California (costas de Baja California, Baja California
Sur, Sonora, Sinaloa). (Tomado de Mapmachine National Geographic, 2007, foto de satélite
a 1 km).
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El clima predominante en la entidad es seco y extremoso. Las lluvias son
escasas en la mayor parte del estado. En las costas del Golfo de California se
presenta la menor incidencia de precipitacion del pais, en particular en la zona
del delta del rio Colorado, con registros medios anuales cercanos a los 40 mm,
las areas que dentro del estado presentan estos climas son, junto con el
desierto de Altar en Sonora, las mas secas del pais. Presentan ademas
temperaturas medias anuales cercanas a los 23.0°C, que van desde los 12.0°C
hasta los 41.0°C, mientras que para las costas del Pacifico de Baja California
para la region norte es de entre 16.0-18.0°C y para la region Sur 18.0-20.0°C.
La precipitacion promedio anual para la entidad es de 200 mm (INEGI-DGG
1999).

Baja California Sur se ubica al norte 28° 00', al sur 22° 52' de latitud
norte; al este 109° 25', al oeste 115° 05' de longitud oeste. Colinda al norte con
Baja California y el Golfo de California; al este con el Golfo de California; al sur
y oeste con el Océano Pacifico (Fig. 2.7; INEGI 2000).

Todo el espacio geografico que ocupa la peninsula queda comprendida
en la provincia fisiografica: Peninsula de Baja California. Ubicada en el noroeste
de la Republica Mexicana y ocupa desde el norte del paralelo 32°, hasta el sur
del de 23° en esta ultima localizacién, se halla la region de San José del Cabo,
que se asoma mas alla del Trépico de Cancer. Se estima que de un extremo al
otro de la peninsula hay aproximadamente 1333 kildbmetros y un rumbo

noroeste-sureste (INEGI-DGG 1999).
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En Baja California Sur, el clima que prevalece es de seco semicalido a
célidos, cuyas caracteristicas principales son lo extremoso de sus temperaturas
diurnas y la gran sequedad ambiental. Ello se debe a la interaccion de los
factores: latitud, relieve y corrientes marinas. La temperatura media anual es de
18.0-22.0°C para la zona del Golfo de California y para la parte de la peninsula
que esta en el Pacifico es de 16.0- 20.0°C anual. La precipitacién anual es de
200 mm en promedio. Siendo los Cabos la Zona mas lluviosa de las costas de
Baja California Sur (INEGI-DGG 1999; L6pez-Vivas 2000).

Las costas de Baja California Sur, se caracterizan por tener bastas zonas
de playas arenosas de pendiente poco pronunciada, con acantilados y
agregados rocosos que se internan en el mar, en algunos sitios existen pozas
de mareas. En la parte del Pacifico son zonas de Playas arenosas con fuerte
oleaje, areas rocosas en los extremos de las playas, acantilados y lagunas
costeras arenosas principalmente, de poca pendiente.

Sonora, colinda al norte con E.U.A; al este con Chihuahua y Sinaloa; al
sur con Sinaloa y el Golfo de California; al oeste con el Golfo de California y
Baja California (INEGI 2000). Se ubica geograficamente al norte 32° 29', al sur
26 °18’ de latitud norte; al este 108° 25', al oeste 115° 03' de longitud oeste (Fig.
2.7; INEGI 2000).

Aproximadamente en el 95% del territorio sonorense el clima es muy
seco y semiseco; con alta temperatura y escasa precipitacion. La costa de
Sonora que colinda con la costa del Golfo de California, presenta un clima seco

templado y muy seco semicalido en la zona desértica. Estos tipos de clima,
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también llamados desérticos, abarcan el 46% de la superficie de Sonora, y se
caracterizan por su precipitacion inferior a los 300 mm al afo y temperatura
media anual es de 20.0 a 24.0°C; este clima es considerado extremoso, ya que
su oscilacion térmica, es decir, la diferencia entre la temperatura media del mes
mas calido y la del mes mas frio, es mayor a 14.0°C.

En general, todos los sitios del area del estudio comprendieron playas
arenosas anchas, con depdsitos de caliza-arcilla, y con zonas rocosas formadas
principalmente de guijarros. La pendiente fue gradual y expone una zona
intermareal ancha y algunos sitios es rocosa. También se presentaron bahias
con acantilados y con playas arenosas.

Sinaloa, al norte 27° 02', al sur 22° 29' de latitud norte; al este 105° 23',
al oeste109° 28' de longitud oeste. Colinda al norte con Sonora y Chihuahua; al
este con Durango y Nayarit; al sur con Nayarit y el Océano Pacifico; al oeste
con el Golfo de California y Sonora (Fig. 2.7). La altitud predominante en
Sinaloa (del nivel del mar a 1 000 m), entre otros factores como la ubicacién en
las zonas subtropical e intertropical, ha originado que gran parte de su territorio
presente altas temperaturas; mientras que el resto, con mayor altura sobre el
nivel del mar, muestra temperaturas menos altas, en la costa hay dos
regimenes de temperatura, de 22.0-24.0°C para una parte del norte del estado y
la que domina principalmente en toda la costa de 24.0-26.0°C en promedio
anual. Este elemento del clima (la temperatura) en relacién con la precipitacion,
que va de menos de 500 a mas de 1500 mm anuales, ha dado lugar a la

presencia de climas variados siendo el de la costa de 4 tipos diferentes: calido
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subhumedo con lluvias en verano (en el sur de la entidad), semiseco muy calido
y célido (en el centro), muy seco muy calido y calido (en el norte), y seco
semicalido (en el centro); citados en orden segun la extension que abarcan
(INEGI-DGG 1999).

En Sinaloa, la mayoria de las localidades que se visitaron son lagunas
costeras, que se componen principalmente de playas arenosas, y de poca
pendiente, se localizaron muy pocas zonas rocosas. En el area de
Topolobampo se reviso la zona rocosa de la rada portuaria. El litoral se
caracteriza por presentar promontorios rocosos y acantilados (Martinez-Lozano

et al. 1991).

CORRIENTES EN EL PACiFICO NOROCCIDENTAL MEXICANO.

En el Pacifico Mexicano, ocurre la convergencia de dos grandes
sistemas de corrientes superficiales: la Corriente de California y las corrientes
Ecuatoriales. La Corriente de California es paralela a la costa oeste de Canada
y E.U.A, es una corriente con un movimiento amplio (hasta 800 Km de ancho y
500 m de profundidad), lento (velocidades tipicas de 20 cm/s™) y persistente, de
norte a sur (Serviere-Zaragoza 1993). El sistema de corrientes vy
contracorrientes paralelas al ecuador terrestre, de las cuales solo la
Contracorriente Ecuatorial del Pacifico tiene influencia sobre el Pacifico
Mexicano, en esta region cambian de direccion, la Corriente de California y la
Contracorriente Ecuatorial, la de California que procede del noroeste se desvia

hacia el oeste; la Contracorriente toma direccion este, y al aproximarse a la
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barrera continental de América Central se debilita y se bifurca hacia el noroeste
y hacia el sur. La porcion que se desvia hacia el noroeste converge con la
corriente de California y ambas dan origen, fuera de los limites de la Zona
Exclusiva de México, a la Corriente Norecuatorial del Pacifico. En la Bahia de
Banderas convergen las corrientes de California y el ramal noroeste de la
Contracorriente, esta zona se le denomina, zona de transicion, su localizacidon
geografica varia de acuerdo a la intensidad relativa de estas corrientes y de los
vientos superficiales dominantes que ocurrieron durante los seis u ocho meses
anteriores, sobre todo en el Pacifico Norte. Durante el invierno cuando la
Corriente de California es mas intensa, la zona de transicion se localiza mas al
sur, y en el verano, la Contracorriente Ecuatorial es mas intensa, por lo que la
zona de transicion se desplaza hacia el norte. Esta variacion ocurre anualmente
y alcanza posiciones extremas a finales de dichas estaciones (Serviere-
Zaragoza 1993). Cuando las aguas de la Corriente de California y del Pacifico
Oriental Tropical se han unido, la corriente Ecuatorial del Norte queda bien

establecida, manteniéndose casi constante durante todo el aino (INOCAR 2002).
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CAPITULOINI
DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA FASE FOLIAR DE PORPHYRA HOLLENBERGII

DAWSON (BANGIALES, RHODOPHYTA)

INTRODUCCION

En las costas del Golfo de California, se reportan cinco especies del
género Porphyra; Porphyra hollenbergii Dawson 1953, Porphyra lanceolata
(Setchell et Hus) Smith 1943, Porphyra pendula Dawson 1953, Porphyra
perforata J. Agardh 1883, Porphyra thuretii Setchell et Dawson 1944, (Dawson
1944; Dawson 1953; Norris 1975; Aguilar-Rosas et al. 1982; Lépez-Vivas 2000;
Lopez-Vivas 2003).

P. hollenbergii endémica del Golfo de California, se reporta en Bahia
Bocochibampo en Guaymas, Sonora, hasta Punta Las Galeras, Baja California
Sur (Dawson 1944, 1953; Krishnamurthy 1972; Norris 1975; Riosmena-
Rodriguez y Paul-Chavez 1997, Aguilar-Rosas et al. 2007).

P. lanceolata se le ubica en forma muy aislada en el Golfo de California
en Puerto Escondido, Baja California Sur y en forma también muy puntual en la
parte norte de Baja California entre la frontera con E.U.A y Punta Cabras, Baja
California (Aguilar-Rosas et al. 1984; Pacheco-Ruiz y Aguilar-Rosas 1984 y
Aguilar-Rosas y Pacheco-Ruiz 1985). Aguilar-Rosas et al. (2007) menciona
haber revisado la recolecta realizada por G. Guzman en Nopolé, B.C.S., (3

febrero 1958, H 342 ENCB 1711 como P. lanceolata), la cual coincide con P.
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hollenbergii. Por lo tanto es P. hollenbergii y no existe ningun registro de la
presencia de P. lanceolata en el Golfo de California.

P. pendula endémica del Golfo de California (aparentemente restringida
a las grandes islas) (Norris 1975), se le reporta entre Isla Patos, Sonora e Isla
Partida B.C., hasta Los Planes, Baja California Sur (Dawson 1953; Norris 1975;
Paul-Chavez y Riosmena-Rodriguez 2000; Loépez-Vivas 2000; Lépez-Vivas
2003; Aguilar-Rosas et al. 2004).

Por ultimo, P. thuretii se reporta desde Cabo Colonett en Baja California
hasta Punta Galeras Baja California Sur dentro del Golfo de California (Dawson
1953; Krishnamurthy 1972; Norris 1975; Abbott y Hollenberg 1976; Hawkes
1981; Rocha-Ramirez y Siqueiros-Beltrones 1991; Scagel et al. 1993;
Riosmena-Rodriguez y Paul-Chavez 1997; Rodriguez-Morales y Siqueiros-
Beltrones 1999; Paul-Chavez y Riosmena-Rodriguez 2000; Aguilar-rosas y
Aguilar-Rosas 2003b). Sin embargo, hasta el momento debido al pobre
conocimiento de la forma de separacion entre las especies los limites
espaciales de estas especies estan pobremente comprendidos. Una vez que las
tendencias distribucionales de las especies se hayan comprendido se podria

entender mejor sus patrones biogeograficos.

A pesar de la aparente consistencia en los registros respecto a la
distribucion de las especies de Porphyra en el Golfo de California, existen
algunas controversias respecto a su distribucién y la aparente discrepancia se

observa entre los reportes publicados por investigadores nacionales vy
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extranjeros (Dawson 1953; Krishnamurthy 1972; Norris 1975; Riosmena-
Rodriguez y Paul-Chavez 1997; Rodriguez-Morales y Siqueiros-Beltrones 1999;
Lopez-Vivas 2000; Paul-Chavez y Riosmena-Rodriguez 2000; Lépez-Vivas

2003; Aguilar-Rosas et al. 2007).

ANTECEDENTES
DISTRIBUCION ACTUAL DE LAS ESPECIES DE PORPHYRA
REGISTRADAS PARA EL GOLFO DE CALIFORNIA

P. hollenbergii, se reporta en cuatro localidades del Golfo de California,
Bahia Bocochibampo, Sonora; Nopold, Isla San lldefonso Bahia Agua Verde,
Baja California Sur (Dawson 1944, 1953; Norris 1975; Espinoza-Avalos 1993;
Riosmena-Rodriguez y Paul-Chavez 1997; Mateo-Cid et al. 2000, Aguilar-
Rosas et al. 2007). Sin embargo, esta especie no se reporta en los articulos
mas recientes para Bahia de La Paz B.C.S. (Paul-Chavez y Riosmena-
Rodriguez 2000). Por otra parte, a pesar de existir estudios taxondmicos de
macroalgas realizados por mas de 20 anos en el Golfo de California, ninguno de
ellos se hace alusidbn a una nueva localidad para P. hollenbergii, especie
endémica de la zona (Dawson 1966; Norris 1975; Mendoza-Gonzalez y Mateo-
Cid 1986; Mateo-Cid y Mendoza-Gonzalez 1992; Mendoza-Gonzalez y Mateo-
Cid 1992; Mateo-Cid et al. 1993; Martinez-Lozano et al. 1991; Serviere-
Zaragoza 1993; Serviere-Zaragoza et al. 1993; Mendoza-Gonzélez et al. 1994,

Casas-Valdez et al. 1997; Serviere-Zaragoza et al. 1998; Rodriguez-Morales y
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Siqueiros-Beltrones 1999; Aguilar-Rosas et al. 2000; Paul-Chavez y Riosmena-
Rodriguez 2000 y Aguilar-Rosas et al. 2002). Por esta razén, se considera
necesario realizar un muestro extensivo de esta especie inconspicua del Golfo
de California, en el mes de marzo cuando la fase foliar es mas conspicua
(Dawson 1953), con el fin de tener mayor evidencia de su distribucion en el

Golfo de California (Fig. 3.1).
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Figura 3.1. Registros previos de Porphyra hollenbergii especie endémica del Golfo de
California.

De P. pendula, solo existen registros en seis puntos especificos del Golfo
de California; Isla Patos e Isla San Pedro Nolasco, Sonora; Isla Partida, Baja
California; Bahia Agua Verde, Bahia de San Gabriel y Punta Coyote, Baja

California Sur (Dawson 1953; Espinoza-Avalos 1993; Paul-Chavez y Riosmena-
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Rodriguez 2000; Lépez-Vivas 2000). En estudios taxondmicos de macroalgas
realizados por mas de 20 afos en el Golfo de California, ninguno de ellos
reporta a P. pendula en esta region (Dawson 1966; Mendoza-Gonzalez y
Mateo-Cid 1986; Mateo-Cid y Mendoza-Gonzalez 1992; Mendoza-Gonzalez y
Mateo-Cid 1992; Mateo-Cid et al. 1993; Martinez-Lozano et al. 1991; Serviere-
Zaragoza 1993; Serviere-Zaragoza et al. 1993; Mendoza-Gonzalez et al. 1994;
Casas-Valdez et al. 1997; Riosmena-Rodriguez y Paul-Chavez 1997; Cruz-
Ayala et al. 1998; Serviere-Zaragoza et al. 1998; Rodriguez-Morales y
Siqueiros-Beltrones 1999; Aguilar-Rosas et al. 2000; Aguilar-Rosas et al. 2002;

Aguilar-Rosas et al. 2004) (Fig. 3.2).

Porphyr: p?ndu!a

®

Figura 3.2. Distribucién de Porphyra pendula especie endémica del Golfo de California.
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P. thuretii se reporta por Dawson (1953) en varias zonas del Pacifico de
México, por la costa oeste de Baja California (Cabo Colonett, Islas San Benito
e Isla Cedros, Baja California y en Bahia Asuncién, Punta Hughes, e lIsla
Magdalena, Baja California Sur) y en el Golfo de California (Punta San Felipe,
Roca Consag e Isla Partida, Baja California, también en Isla Patos y Bahia
Bocochibampo, Sonora y en Isla Danzante e Isla Carmen Baja California Sur).
Norris (1975) la reporta en Isla San Pedro Nolasc6é. Rocha-Ramirez y
Siqueiros-Beltrones (1991) en Puerto Balandra, Riosmena-Rodriguez y Paul-
Chavez (1997) en Bahia de La Paz, B.C.S., Rodriguez-Morales y Siqueiros-
Beltrones (1999) dan un nuevo registro para Punta Galeras (6 Calerita), B.C.S.
y Paul-Chavez y Riosmena-Rodriguez (2000) en el complejo insular Espiritu
Santo, B.C.S. Aguilar-Rosas et al. (2000, 2002) no la reportan en la costa
Noroeste (San Felipe y Puertecitos), ni en la costa Noreste (Golfo de Santa
Clara y Puerto Pefnasco), del Golfo de California. Mientras que, Howe (1911) y
Dawson (1953) si la reportan en San Felipe y Roca Consag en la costa
Noroeste del Golfo de California. Aguilar-Rosas y Aguilar-Rosas 2003,
recopilan la informacion sobre las recolectas de Dawson del Golfo de California
y agregan dos localidades mas a la distribucion de esta especie Playa Pinitos y

Playa Cerritos en Sinaloa ambas localidades (Fig. 3.3).
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Figura 3.3. Distribucion de Porphyra thuretii para la costa Pacifico y Golfo de California.

JUSTIFICACION
Lo anteriormente expuesto (distribucion de Porphyra en el Golfo de
California), permite concluir que es necesario realizar mas estudios para definir
los limites de distribucion de las especies de Porphyra que se encuentran en
estas costas, ya que hasta hoy existen controversias sobre su distribucion. Por
otra parte, existen pocos reportes del género Porphyra en el Golfo de California,
a pesar de que se han realizado muchos estudios taxonomicos en esta region

en los ultimos 30 anos.
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OBJETIVOS
Definir los limites geograficos en la distribucién de la fase foliar de

Porphyra hollenbergii especie endémica del Golfo de California.

HIPOTESIS

Los estudios floristicos en el Golfo de California, realizados en los ultimos
30 anos, se han concentrado en describir la flora de cierta zona en lo general,
dado que Porphyra es una especie inconspicua y estacional, las investigaciones
no toman en consideracion esta caracteristica de la fase foliar y por ello los
reportes del género son escasos o nulos. Por ello, si se quiere conocer la
verdadera distribucion de P. hollenbergii, en el Golfo de California, es necesario
realizar un muestro extensivo en marzo cuando la especie es conspicua en todo

el Golfo de California (Dawson 1953; Lépez-Vivas 2000, 2003).

METODOLOGIA
Se realizaron expediciones con el objetivo de hacer recolectas de
ejemplares en la costa e islas del Golfo de California, en marzo-abril (de 2000 a
2008) por ser la época en la cual las fases foliares son mas comunes in situ y la
fase foliar se encuentra en reproduccién (Dawson 1953; Loépez-Vivas 2000,
2003). ElI material se herboriz6 in situ de acuerdo con las metodologias
descritas por Abbott y Dawson (1978), el material se prepard y deposito; en el

herbario de la Universidad Auténoma de Baja California Sur (FBCS).
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Las laminas de Porphyra se identificaron y clasificaron de acuerdo a las
caracteristicas de la especie proporcionadas por autores que han descrito o
tienen registros de especies a fines a las del Golfo de California: Dawson (1944
y 1953); Krishnamurthy (1972); Norris 1975; Aguilar-Rosas et al. 2004; Aguilar-
Rosas et al. 2007). Para la delimitacion y descripcion de la especie se utilizaron
un total de cuarenta y dos caracteres, que han sido utilizados en estudios en
América, Japoén y Nueva Zelanda para delimitar las especies de Porphyra
(Krishnamurthy 1972; Kurogi 1972; Yoshida 1997; Knight y Nelson 1999).

El material que se analizé fue producto de recolectas in situ y material
herborizado comun, tipo, holotipo e isotipo, el cual se obtuvo mediante solicitud
de préstamos a los herbarios que tienen ejemplares de Porphyra provenientes
del Golfo de California.

De acuerdo al analisis anterior, se procedid a determinar los limites
geograficos P. hollenbergii. Las herborizaciones se escanearon y digitalizaron
(Scanner Hewlett-Packard, ScanJet 6300C), las fotos se limpiaron con un
programa para fotos (Adobe PhotoShop versiéon CS 3). También se prepararon
laminillas semipermanentes de cada herborizacion, previamente hidratadas con
agua marina filtrada a 45 pm, se les incluy6 en una solucién de anilina azul y/o
miel de maiz (natural) y formol al 4 % y posteriormente se montaron en
portaobjetos (marca VWR Scientific). De cada laminilla que se prepard, se
tomaron fotografias con una camara digital para microscopio (marca Carl Zeiss
AxioCam MRC de 7 megapixeles), la cual se montd en un microscopio

compuesto y en un microscopio invertido (Carl Zeiss, modelo Axioskop 40;
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modelo AxioObservert A1) para fotografiar las diferentes estructuras celulares

observadas.

RESULTADOS

En el Golfo de California se localizaron solo cuatro especies de Porphyra;
P. hollenbergii, P. pendula, Porphyra sp especie nueva y P. thuretii; siendo P.
hollenbergii la especie principal de este estudio.

Morfolégicamente Porphyra hollenbergii y Porphyra pendula presentan
en su mayoria caracteres que se encuentran expresados tanto en una como en
la otra especie, por lo que se confunden con facilidad (Tabla 3.1). Por ello a
partir de taxonomia tradicional es dificil separarlas. Porphyra hollenbergii
presenta gran variabilidad morfoldgica a lo largo de su distribucion geografica,
tiene formas lanceoladas, lineares, linguadas y abovadas (Fig. 3.4), presenta
colores desde rosa palido a purpura y verde, su margen es lobulado, el
sujetador es discoidal y las células que lo forman son filamentos hialinos, los
talos son monsotromaticos, con un cloroplasto por célula, y es dioica (Tabla 3.1).
Presenta espermatangios de 128 espermacios, y cigotosporangios de 8

cigotosporas.
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Tabla 3.1. Principales caracteres usados para separar especies de Porphyra,
caracteres similares en P. hollenbergii y en P. pendula.

Caracter Porphyra hollenbergii Porphyra pendula
Color del talo rosa palido/verde rosa palido/brillante
margen lobulado lobulado
Sujetador discoidal y filamentos hialinos discoidal y filamentos hialinos
Células de alto monostromatica monostromatica
Numero de Cloroplastos 1 1
Forma del talo lanceoladol/lineal/linguadas/abovadas  lanceolado/lineal/linguado/abovado
Sexualidad dioica dioica
Espermatangio 128 128

Cigostoposrangio 8 8
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BAV ISJO IES

Figura 3.4. Variabilidad morfologica de la fase foliar de P. hollenbergii en el Golfo de California
(frondas lanceoladas, lineales, linguadas y obovadas). Escalas de las barras 50 mm. PC Punta
Chivato, BAV Bahia Agua Verde, (Localidad tipo).ISJO Isla San Jose, IES Isla Espiritu Santo,
GAL Punta Galeras, COY Punta Coyote, LCR Las Cruces, PAR Punta Arenas, Baja California
Sur.
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LOCALIZACION DE PORPHYRA HOLLENBERGII EN EL GOLFO DE CALIFORNIA

P. hollenbergii endémica del Golfo de California, se localiza desde Punta
Chivato, Baja California Sur; en la zona continental, como su limite norte, hasta
Punta Arenas, Baja California Sur, como su limite sur (Fig. 3.5).

En este estudio P. hollenbergii se localizé en 8 localidades todas en la
costa de Baja California Sur. De las colectas realizadas siete localidades son
nuevos registros para la especie; Punta Chivato, Isla San José, Isla Espiritu
Santo, Puntas Las Galeras, Punta Coyote, Las Cruces y Punta Arenas, Baja

California Sur (Fig. 3.5, Tabla 3.1I).

Porphyr: h?ﬂenbergﬁ
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Figura 3.5. Distribucién de P. hollenbergii en el Golfo de California.
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Se registran dos extensiones de rango en la distribucion de Porphyra
hollenbergii la primera, se extiende su distribuciéon 70 km al Norte de su ultimo
registro Isla San lldefonso recolecta de Dawson de 1958. También se extiende
su distribucion 80 Km. al sur de su anterior registro (Isla Espiritu Santo vs.
Punta Arenas) en el Golfo de California (Fig. 3.5, Tabla 3.11).

Se visitaron un total de 62 localidades en el Golfo de California (Tabla 3.111).
Un total de 11 registros fueron obtenidos para este trabajo de los cuales 8
fueron realizados para este trabajo, se catalogaron 7 como nuevas localidades
para la especie, 3 registros son referencias bibliograficas, y se realizd una

colecta en la localidad tipo de la especie, Bahia Agua Verde, B.C.S. (Fig. 3.5).

Tabla 3.1l. Registros geograficos de P. hollenbergii en el Golfo de California.

Localidad P. hollenbergii Cédigos
Punta Chivato, B.C.S. CyN PC
Isla San lldelfonso, B.C.S. R ISI
Nopolé, B.C.S. R NOP
Bahia Agua Verde, B.C.S. R,C BAV
Isla San José, B.C.S. CyN ISJO
Isla Espiritu Santo, B.C.S. CyN IES
Punta Coyote, B.C.S. CyN coy
Punta Las Galeras, B.C.S. CyN GAL
Las Cruces, B.C.S. CyN LCR
Punta Arenas, B.C.S CyN PAR
Ensenada Bocohcibampo, Son. R BB

R = referencia bibliografica C = colecta realizada para este trabajo  N= nuevas localidades
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Localidad Estado Latitud N Longitud O
1 Roca Consag Baja California 31°06'24" 114° 27" 46"
2  Punta San Felipe Baja California 31°03'00" 114°48' 36"
3  Puertecitos Baja California 30° 20'42" 114° 38' 09"
4  Isla el Huerfanito Baja California 30° 07'46" 114° 37' 38"
5 Isla Miramar, El muerto Baja California 30°05'38" 114° 33'01"
6 Isla Salvatierra, o Lobos Baja California 30°03'16" 114° 29' 24"
7 Isla Encantada Baja California 30°02' 54" 114° 29' 20"
8 Isla San Luis Baja California 29° 59'16" 114° 25' 08"
9 Isla San Luis Gonzaga Baja California 29°48'40" 114°22'10"
10 Bahia Guadalupe Baja California 29°11'24” 113° 38' 24"
11 Bahia Alcatraz Baja California 28°48'23" 111° 58' 02"
12 1.5 Km. al Norte de Punta La Gringa Baja California 29°03' 02" 113°32'15"
13 1 Km. al Norte de Punta La Gringa Baja California 29°02'52" 113°32'15"
14  Punta La Gringa Baja California 29°02' 33" 113°32'14"
15 IslaLa Vela Baja California 29°02' 31"  113° 32' 16"
16 Isla Mejia Baja California 29°40'47" 113° 36'41"
17  Isla Angel de la Guarda Baja California 29°00'05" 113°06' 58"
18 Isla Partida Baja California 28°52'12"  113° 03' 00"
19  Punta El Soldado Baja California 28°54'13" 113°22' 04"
20 Bahia Las Palomas Baja California 28° 26’ 24" 112° 52' 48"
21 El Faro San Francisquito Baja California 28°25'52" 112° 52' 03"
22 Santa Rosalia Baja California Sur  27° 26' 24" 112° 18' 00"
23  Punta Chivato Baja California Sur  27° 06' 03" 111° 58' 14"
24  El Faro Mulege Baja California Sur  26° 55' 12" 111° 58' 12"
25 Isla el Requeson Baja California Sur  26° 39'36" 111° 51' 00"
26 Loreto Baja California Sur  26° 00 55" 111° 20" 19"
27 Isla Carmen Baja California Sur  25° 51' 00"  111° 14' 24"
28 Isla Danzante Baja California Sur  25° 18'36" 110° 45' 36"
29 Nopold Baja California Sur  25°48'36" 111°18' 36"
30 Puerto Escondido Baja California Sur  25° 46'48" 111°18' 00"
31 Bahia Agua Verde Baja California Sur  25° 32'29" 111° 07' 40"
32 Isla San José Baja California Sur  24° 50' 32" 110° 36' 21"
33 Isla Espiritu Santo Baja California Sur  24° 25'12" 111° 05' 36"
34 BahiadelaPaz Baja California Sur  24° 13" 12" 110° 19' 12"
35 Puerto Balandra Baja California Sur  24° 19'48" 110° 20' 24"
36 Punta Calerita Baja California Sur  24° 21'46" 110° 17' 04"
37 Punta Coyote Baja California Sur  24° 19'48" 110° 13' 48"
39 Las Cruces Baja California Sur  24° 12' 36" 110° 04' 48"
40 Los Planes Baja California Sur  23° 57' 00" 109° 49' 48"
41 Punta Arena Baja California Sur  23° 57' 00" 109° 49' 48"
42  Punta Perico Baja California Sur  23° 48'54" 109° 42' 10"
43 Lalaguna Baja California Sur  23° 33'36" 109° 28' 12"
44  Los Frailes Baja California Sur  23°12'36" 109° 27' 00"
45 Puerto Pefiasco Sonora 31°17° 52" 113° 32' 52"
46 Isla San Jorge Sonora 31°00° 36" 113° 14’42
47 El Desemboque Sonora 30° 3347 113° 00’ 26”
48 Punta Lobos Sonora 30°16’° 07" 112° 51’ 44”
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50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

Puerto Libertad

Isla Patos

Isla Tiburén

Isla El Choyero

Isla Turner

Isla San Pedro Martir
Isla San Pedro Nolascé
Bahia Esmeralda
Bahia San Carlos
Topolobampo
Navachiste

Mazatlan

Punta Valentinos
Boca de Tomatlan

Sonora
Sonora
Sonora
Sonora
Sonora
Sonora
Sonora
Sonora
Sonora
Sinaloa
Sinaloa
Sinaloa
Sinaloa
Jalisco

29° 54’ 16”
29°16' 10"
29°1313”
28° 44’ 18”
28° 44’ 04”
28°22' 577
27° 58' 28"
24° 46' 37"
24° 46' 37"
25° 34’ 15”
25° 29' 04”
23° 10" 48"
23°11' 24"
19° 51' 32"
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112° 41’ 05"
112° 27" 46"
112° 21’ 36"
112° 18’ 20”
112° 17’ 56”
112° 19’ 04”
111° 22" 38"
112° 06' 00"
112° 06' 00"
109° 03’ 46”
108° 48’ 41”
106° 25' 48"
106° 26' 24"
105° 24' 00"

OBSERVACIONES ECOLOGICAS A LO LARGO DE SU DISTRIBUCION GEOGRAFICA:

P. hollenbergii es una especie epilitica del mesolitoral medio y superior

entre +0.5 y +1.7 m sobre el NMM (Figs. 3.6a-d), forma parches de =1 m?, no se

le observdé como epifita de ninguna otra especie de macroalga. En algunas

localidades crecid asociada a Gelidium sp. 6 Ulva sp, pero no se entremezclan.

La fase foliar de P. hollenbergii es anual, aparece a finales de diciembre y

desaparece a finales de mayo. En marzo se detectaron sus mayores tallas y se

le observé en reproduccion desde enero a mayo. In situ se detectaron tallas de

mas de 35 cm de largo y 4 cm de ancho en Punta Chivato, Baja California Sur

(Figs. 3.6cy e).
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Figura 3.6. Porphyra hollenbergii cubriendo la superficie de una roca en el intermareal
superior, a) Punta Chivato, B.C.S, b) Bahia Agua Verde, B.C.S, c) talo de 35 cm largo, d y e)
pared repleta de Porphyra Punta Coyote, B.C.S. Golfo de California.
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DiscusION

Los analisis de las recolectas, ejemplares revisados y de las referencias
bibliograficas, nos indican que Porphyra hollenbergii se distribuye desde Punta
Chivato hasta Punta Arenas en la costa centro y sur de la Peninsula de Baja
California, lo que hace que sus registros sean mas consistentes. Contrario a lo
que afirman Aguilar-Rosas et al. (2007) donde ubican a P. hollenbergii tan solo
en cuatro localidades tres en Baja California Sur (Bahia Agua Verde, Nopolo e
Isla San lldefonso) y una en Sonora (Ensenada Bocochibampo), este material
de colectas realizadas por Dawson no se reviso para este trabajo. Cabe senalar
que el material de Porphyra colectado para este trabajo en Bahia Esmeralda,
Isla San Pedro Martir e Isla San Pedro Nolasco, Sonora, pertenecen a Porphyra
pendula, localidades cercanas a Ensenada Bocochibampo, por lo que el
material recolectado por Dawson (1953) podria pertenecer a esta especie.

Segun wuna recopilacion reciente (Aguilar-Rosas et al. 2004), la
distribucion de P. pendula esta restringida al norte del Golfo de California,
desde lIsla Partida B.C. e Isla Patos Sonora, hasta Isla Carmen, Isla Espiritu
Santo, Calerita o Punta Las Galeras y los Planes en B.C.S. En Isla Carmen
reportan a P. hollenbergii como una localidad intermedia, lo que indica una rara
distribucion, ya que P. hollenbergii se encuentra en medio de la distribucion de
P. pendula. Sin embargo, los resultados de esta investigacion indican lo
contrario, Porphyra hollenbergii solo se distribuye en las costas de Baja

California Sur, resaltando que los caracteres morfolégicos, anatdomicos vy
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reproductivos de ambas especies son muy similares por lo que pudieron ser
confundidas facilmente (Fig. 3.7).

Los caracteres reproductivos como el tamafo de los paquetes
espermatangiales y cigotosporangiales, también se utilizan para separar las
especies. El tamafo de los paquetes de P. hollenbergii reportados son de 64 y
de 128 espermacios por paquete (Dawson 1953; Lopez-Vivas 2003; Aguilar-
Rosas et al 2007), mientras que la cantidad de cigotosporas por paquete es de
8 (Dawson 1953; Krishnamurthy 1972; Norris 1975; Lépez-Vivas 2003; Aguilar-
Rosas et al. 2007). En Porphyra pendula, la misma cantidad de espermacios se
reporta (Dawson 1953; Krishnamurthy 1972; Norris 1975; Aguilar-Rosas et al.
2004). Por ello, este caracter también es convergente entre las dos especies.
En cuanto a la formula de division de los paquetes se ha demostrado que puede
variar en condiciones de cultivo (Suto 1972) asi como en condiciones naturales
(Notoya y Nagaura 1998).

En general se conoce de la gran plasticidad morfolégica que presentan
las macroalgas (Villard-Bohnsack 1997; Pedroche y Senties 2003). Kurogi
(1972), confirma que Porphyra no es la excepcidén ya que presenta diferentes
morfologias en una misma especie, por factores ambientales. Esta plasticidad
morfolégica Porphyra ha hecho que el género presenté serios problemas

taxonoémicos (Bray et al. 2007).
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Figura 3.7. Variabilidad morfoldgica de la fase foliar de P. pendula con distribucion en el Norte
del Golfo de California (frondas lanceoladas, lineales, linguadas y obovadas). Escalas de las
barras 50 mm. SR Isla La Partida, Baja California; IPS Isla Patos, Sonora; PCY lIsla El Choyero,
Sonora; IPM Isla San Pedro Martir, Sonora; ISPN Isla San Pedro Nolasco, Sonora;
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Segun lIsrael (2010) de los mas de 42 caracteres taxondmicos para
separar especies de Porphyra, los 7 mas usados son similares en Porphyra
hollenbergii y Porphyra pendula (Tabla 3.1), razén que ha llevado a confundir a
ambas especies. Dawson (1953); Krishnamurthy (1972); Aguilar-Rosas et al.
(2004, 2007), confirman una morfologia similar lineares-lanceoladas en P.
hollenbergii y lineares-linguada en P. pendula. En esta investigacién, de las
cuatro morfologias observadas todas estan presentes en ambas especies,
ademas de que se observé mas de una morfologia (lanceolada, lineal, linguada,
abovada) (Fig. 3.7).

Esta amplia confusion taxondémica en el género Porphyra por los
caracteres morfolégicos, anatémicos y reproductivos de las especies los que
convergen y/o divergen tanto a escalas de tiempo evolutivas o escalas de
tiempo anuales, es atribuida a su amplia plasticidad morfolégica (Campbell
1980, Lindstrom & Cole 1993, Oliveira et al. 1995, Ragan et al. 1994, Stiller &
Waaland 1993). La que es influenciada por efectos fisicos a los que son
sometidas en su habitat, como es fuerza del oleaje y erosion, condiciones
fisicoquimicas como deficiencia 0 exceso de nutrientes y hasta por pastoreo
(Espinoza-Avalos-Rodriguez-Garza 1987, 1989).

Adicionalmente a los caracteres morfoldgicos se han usado otros como:
numero de células de grueso del talo (J. Agardh 1882), formula de division de
los paquetes reproductivos (Hus 1902), numero de cromosomas (Ishikawa
1921), pero la mayoria de ellos son convergentes o divergentes entre la misma

especie o entre las diferentes especies. Un ejemplo es el numero de
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cromosomas que es divergente en una misma especie, o convergente entre
especies (Holmes & Brodie 2004, Kapraun et al. 1991, Lindstrom & Cole 19923,
1992b, Mitman & van der Meer 1994, Wilkes et al. 1999).

Debido a la gran plasticidad morfoldgica, anatdmica y reproductiva que
presenta Porphyra hollenbergii y a la confusion que genera el tener un gran
parecido con Porphyra pendula, se usaran técnicas de biologia molecular para
delimitar ambas especies. Con el fin de resolver el complejo Porphyra sobre las
especies endémicas del Golfo de California. Por lo que el siguiente capitulo

abordara el tema sobre la biologia molecular de ambas especies.
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CapPiTULO IV
GENETICA DE LA FASE FOLIAR DE PORPHYRA HOLLENBERGII DAWSON

(BANGIALES, RHODOPHYTA)

INTRODUCCION

El Golfo de California muestra un nivel extraordinario de diversidad
bioldgica, incluyendo organismos endémicos, tanto terrestres como marinos,
una variedad de ecosistemas y habitat unicos (Brusca et al. 2005; Phillips;
Wentworth Comus 2000). Una caracteristica que hace especial al Golfo de
California es su alto endemismo, Espinoza-Avalos (1993) determino que un
20% de las algas de esta cuerpo de agua son endémicas. De acuerdo con la
distribucion de las algas se definen tres regiones para el Golfo: nortefio, central
y meridional Espinoza-Avalos (1993). Esta division es similar a otros estudios
realizados para otros organismos del Golfo de California: peces (Thomson,
1983), invertebrados (Brusca 1980), pastos marinos (Mufiiz-Salazar 2005) e
incluso en la distribucién de clorofila (Santa Maria Del Angel, 1999).

Las especies de macroalgas P. hollenbergii y P. pedula son endémicas
del Golfo de California Dawson (1944, 1953). El avance reciente en la
taxonomia molecular (extracciones de ADN tanto del cloroplasto (para usar el
gen rbcL) como del nucleo (para usar el gen 18S) por medio del PCR y el
avance en las técnicas para cuantificar numero de cromosomas por célula
(Hommersand et al. 1994; Cole 1990; Lindstrom y Cole 1992a, b; Gabrielson et

al. 2000; Broom et al. 2002; Neefus et al. 2002; Teasdale et al. 2002; Klein et
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al. 2003), el realizar extracciones moleculares y compararlos con los de otras
especies registradas en el banco de genes mundial, pudieran ayudar a
confirmar las caracteristicas que son indispensables conocer para decidir si
estas especies endémicas son dos o es una sola 6 si hay especies cripticas y
cual es su verdadera distribucion, es decir obtener una seguridad taxondmica
para el complejo P. hollenbergii vs P. pendula evitando el uso de elementos tan
plasticos como son los caracteres morfoldgicos (Pedroche y Senties 2003).

La biologia molecular en la ultima década ha sido utilizada en
macroalgas marinas, la cual esta siendo enfocada en dos grandes objetivos uno
como soporte en el establecimiento taxondmico de las especies y un segundo
como el desarrollo de herramientas moleculares y genéticas para mejoramiento
del cultivo de especies de importancia econémica (Seckbach y Chapman 2010).

El uso de secuencias o datos moleculares es una herramienta critica
para que los estudios taxondmicos prueben hipdtesis sobre la identidad de una
especie (Saunders 1994). Especialmente donde estan involucrados plasticidad
fenotipica y convergencia morfolégica, los datos moleculares han proporcionado
los medios eficientes para clasificar especimenes después del reconocimiento
inicial de su distribucion, ecologia y formas morfolégicas. La region del gen
nSSU rADN (Saunders 1994) la cual contiene 450 pb y incluye la regién
variable V9 del gen (Neefus et al. 1993), es util para tener el gen nSSU de
Porphyra (Broom et al. 1999). Lindstrom y Cole (1993), recomiendan el uso de
por lo menos un caracter diagnostico no morfolégico para verificar la

identificacion de especimenes individuales. Afortunadamente en estudios
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recientes se analizan secuencias de ADN a partir de genes nucleares SSU
(subunidad pequefia del gen nuclear rARN) gen 18S y el plasmido rbcL
(RubisCO ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa, subunidad mayor del
gen). Son herramientas utiles y confiables también para la diferenciacion entre
especies del género Porphyra (Hillis y Dixon 1991; Oliveira et al. 1995, Broom et
al. 1999; Kunimoto et al. 1999; Neefus et al. 2002, Farr et al. 2003, Klein et al.

2003, Jones et al. 2004, Nelson y Broom 2010).

ANTECEDENTES

Para Porphyra hollenbergii especie endémica del Golfo de California solo
se conoce su descripcion la cual fue realizada por Dawson (1944, 1953). Estos
trabajos fueron retomados por Krishnamurthy (1972) en una revisiéon realizada
sobre especies de Porphyra de la costa Pacifico de Norte America, el menciona
que los dos taxas registrados por Dawson (1944, 1953) son especies diferentes
(Fig. 4.1). Posteriormente Lopez-Vivas (2003) realiza un estudio sobre la
biogeografia y taxonomia de las especies de Porphyra del Pacifico
Noroccidental Mexicano, donde propone que las especies dioicas Porphyra
pendula y P. hollenbergii son una misma especie por presentar los mismos
caracteres morfoldgicos anatdomicos y reproductivos. Lopez-Vivas et al. (2004)
datos no publicados, realizan la extraccién de ADN del gen rbcL (F67-rbc-spc)
de P. hollenbergii (AY794401) (Lynch et al. 2008) de Bahia Agua Verde (BAV)
considerada por Dawson (1944, 1953) como la localidad tipo de la especie (Fig.

4.1). Aguilar-Rosas et al. (2004, 2007) en trabajos realizados para las dos
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especies endémicas sostienen que son dos taxas diferentes pero que presentan
caracteristicas morfolégicas, anatémicas y reproductivas muy similares entre
ellas (Fig. 4.1). Nelson et al. (2006) con ayuda del nucleétido 18S obtiene
informacion molecular sobre lo que ellos denominan Porphyra pendula
(DQ084430), la muestra pertenece a la localidad Punta Galeras o Calerita

cercana a la Bahia de La Paz, B.C.S (Fig. 4.1).

Registros Previos

© Rorphyra hollenbergii

Figura 4.1. Registros Previos de Porphyra hollenbergii (Ph) y Porphyra pendula (Pp) del Golfo
de California. Bahia Agua Verde (BAV); Bahia Bocochibampo (BB), Isla de San lldefonso;
Nopold (NOP), Isla Carmen (ICA), Isla Espiritu Santo (IES); Isla Partida (SR), Isla Patos (IPS),
Los Planes (LPL), Punta de Las Galeras (GAL) (Dawson 1944, 1953; Aguilar Rosas et al. 2004,
2007).



53

JUSTIFICACION

En esta investigacion se analiza al complejo Porphyra hollenbergii a lo
largo del Golfo de California, para determinar si todos los registros pertenecen a
esta especie o son diferentes taxa. El género ha sido registrado previamente
para la region, pero esta es la primera vez que se utilizan herramientas
moleculares de dos loci, el plastido rbcL y el gen nuclear 18S, para apoyar y
confirmar las agrupaciones morfolégicas de la especie, y determinar las
afinidades filogenéticas de este taxa con respecto a especies del orden
Bangiales. Este estudio se suma al entendimiento y complejidad de Ia
distribucion de la especie endémica Porphyra hollenbergii en el Golfo de

California.

OBJETIVOS

Clasificar taxondmicamente a P. hollenbergii utilizando métodos moleculares.

Conocer la genética poblacional de P. hollenbergii en el Golfo de California y

definir su distribucién geografica.
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HIPOTESIS
Porphyra es un género que presenta gran variabilidad morfoldgica,
debido al polimorfismo que presenta, lo que provoca la formacidon de especies
cripticas o complejos de especies. P. hollenbergii es una especie diferente de
las especies reportadas para el pacifico noroccidental mexicano y es una
especie endémica del Golfo de California, a la cual se le pueden atribuir varios

haplotipos para la especie, o incluso se pueden encontrar especies diferentes.

MATERIALES Y METODOS
Se analizaron muestras del Golfo de California recolectadas en el
periodo 1998- 2009 por el Programa de Botanica Marina de la UABCS vy por el
Instituto de Investigaciones Oceanolégicas de la UABC. Las muestras se
encuentran depositadas en el herbario ficolégico FBCS de la Universidad
Autéonoma de Baja California Sur. Las muestras se herborizaron in situ
siguiendo la metodologia de Abbott y Dawson (1978), y se conservaron en silica

gel para los analisis moleculares.

EXTRACCION DE ADN
Se homogenizo de 0.2 a 0.5 g de tejido seco de Porphyra con hielo seco
hasta obtener un polvo fino. Se le agrego 850 uL de CTAB/PVP (bromuro de
hexadeciltrimetil amonio polyvinylpyrrolidone) y 2 yL de RNAsa, agitandose con

por un minuto. Se adiciono 10 pyL de Proteasa E (20 mg/mL) y 3 pL de f
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mercaptoetanol y se agitaron por un minuto con un vortex y se incubaron 37 °C
con agitacién por 6 hrs. Posteriormente se agrego 600 pL de cloroformo-isoamil
alcohol (24:1), se agitaron los tubos con vortex durante 1 min, se centrifuraron
durante 15 minutos a 10,000 rpm. El proceso se repiti6 3 veces, y el
sobrenadante que va de 580 a 400 pL se coloco en un nuevo tubo eppendorf y
se elimino el cloroformo-isoamil alcohol. Se obtuvo un volumen final de 400 pL,
se centrifugo a 10,000 rpm por 15 min. Se agrego 0.7 volumenes de alcohol
isopropilico metieron al congelador por 12 horas para permitir la precipitacion
del ADN.

Para la precipitacion del pellet se centrifugo durante 15 min a 12,000
rom, se vertio cuidadosamente el alcohol sobrenadante en un vaso de
precipitado de 50 mL. Se agregd 500 pL de 70% etanol , y se centrifugo durante
15 min a 12,000 rpm, este paso se repitid 2 veces, esto fue para lavar el ADN,
después de la ultima vez que se centrifugo se dejaron escurrir los tubos boca
abajo sobre un papel kimwipes (pafiuelos delgados), se dejaron dentro de una
campana de extraccion 45 min. Finalmente se adicionaron 40 pyL de TE1X para
rehidratar las muestras, se agito de forma manual y finalmente las muestras se

guardaron en un ultra congelador a -80C hasta su analisis

ELECTROFORESIS
Se prepararon geles de agarosa al 2% (2 gr de agarosa por 100 mL de
agua destilada). Los geles se colocaron en una camara de electroforesis con

TBE 0.5X. Se tomo 1 pL de solucion ADN Loading Dye (Fermentas #R0611)
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junto con 3 uL de muestra de ADN se mezclan y se vertieron en cada pozo del
gel. En un pozo del gel por separado de las muestras, se adicionaron 3 uL de
O'GeneRuler 100 bp ADN Ladder (Fermentas #SM1143) para determinar la
cantidad de pares de bases y la concentracion de ADN. Las muestras se
dejaron en las cajas de electroforesis por 35 min a 100 V. Para la observacion
del gel después de la electroforesis, en 2 mL de agua desionizada se
adicionaron 2 uL de GelStar (Nucleic Acid Gel Stain, Cambrex #50535) por gel
de agarosa. Se rebel6 con luz UV de 260 nm para determinar la distancia de

cada banda y la cantidad de ADN por muestra.

AMPLIFICACION DE LOS GENES RBCL Y 18S

Se realizo una PCR, en el termociclador Eppendorf AG 22331 Hamburg
Mastercycler personal. Para amplificar el gen rbcL, con los pares de cebadores
rbcL-F67 descritos por Hommersand et al. (1994) y rbc-spc el cual se disefid
para amplificar exclusivamente a especies de Porphyra ( (Klein et al. 2003;
Neefus et al. 2002 y Teasdale et al. 2002). El gen ribosomal 18S fue amplificado
y secuenciado empleando los cebadores G06 y JO4 (Broom et al. 1999, Jones
et al. 2004).

En un volumen de 25 uL se prepararon las mezclas de reactivos para
realizar el PCR de los genes rbcL y 18S. Se utilizaron 2 yL de ADN gendémico
2.5 pL de Buffer de reaccion 10 x PCR 1l (Applied Biosystems #H04005), 200
MM de dNTP’s (Promega #U1420) (25 uM), 2.5 yL de MgCl (Promega #A3511)

(25 pM), 0.15 pL de Taq polimerasa (Amplitag 5U) (Applied Biosystems
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#G15319), 0.25 uL de BSA 100X Albumina bovina (Bovin Serum Albumine)
(BioLabs #B9001S) (10 mg/mL) y 10 uM de cada cebador (rbcL-F67 y rbc-spc;
18S GO06 y J04).El perfil de temperatura para el gen rbcL fue de un ciclo de 3
min a 94°C, 30 ciclos a 94°C por 15 seg, 55°C por 30 seg y 72°C por 1 min, y
una extension final de 72°C por 10 min. Para el gen 18S, 4 min a 94 °C, seguido
de la alineacion a 33 ciclos de 30 seg a 94°C, y de la extension a 55 °C por 45
seg y una extension final a 72 °C por 6 min. Los fragmentos fueron de 1481 pb

para el gen rbcL y de 580 para el gen 18S.

ELECTROFORESIS 1.4%

Después de la amplificacion se prepararon geles de agarosa al 1.4% (1.4
g de agarosa por 100 mL de agua destilada). Los geles se colocaron en una
camara de electroforesis con TBE 0.5 X. Se tomo 1 uL de solucion 6X ADN
Loading Dye junto con 3 pL de muestra de ADN, se mezclo cada muestra por
separado, después se vertieron en cada pozo del gel. Se adiciono 3 uL de
O’GeneRuler 100 bp ADN Ladder para determinar la cantidad de pares de
bases y la concentracion de ADN. Las muestras se corrieron en las cajas de
electroforesis a 100 V durante 35 min, finalmente se agregaron 2 pL de GelStar
en 2 mL de agua desionizada por gel de agarosa y estos se bafaron y se
dejaron reposar. Se colocaron bajo luz UV de 260 nm para determinar la

distancia de cada banda y la cantidad de ADN por muestra.



58

PURIFICACION
Después de la amplificacion se adiciono por cada 5 pyL de reaccién en
PCR a cada muestra, 2 yL de ExoSAP-IT (USB Corporation #78200) (se
agregaran 8.8 puL de ExoSAP-IT en 22 pL de reaccién de PCR que queda). Se
incubo a 37 °C durante 15 min para degradar excesos de nucledtidos vy

cebadores, se incubo a 80°C para inactivar el ExoSAP-IT.

SECUENCIACION
El producto de la amplificacion PCR de ambos fragmentos (rbcL y 18S)
fueron enviadas a secuenciar a Applied Biosystems, en Foster City, California,

USA con un secuenciador ABI 373 (Automated Sequencer).

ANALISIS GENETICO DE LA SECUENCIA DEL GEN RBCL Y 18S

Las secuencias se revisaron y compararon con el programa Codon-Code
Aligner (Codon Code Corporation 2006). Posteriormente las secuencias se
alinearon con MEGA 4 (Tamura et al. 2007), y se estimo la diversidad genética.
Las secuencias se compararon realizando un BLAST y conectandose al
GenBank y se obtuvieron las secuencias que mas se parecian a las especies
evaluadas. Las secuencias unicas se registraron en el GenBank. Las
secuencias seran alineadas empleando el software ClustalX (Thompson et al.
1997). Los indices, de variacion genética entre poblaciones, el numero de
haplotipos, diversidad genética (h), y la diversidad de nucleétidos (1), seran

calculados para cada poblaciéon empleando el programa Arlequin, version 3.1
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(Schneider et al. 1997). Los analisis filogenéticos seran realizados empleando el
arbol filogenético del vecino mas cercano (Neighbor Joining) y el maximo
parentesco (Maximun Likelihood), los algoritmos estaran disponibles en PAUP
V.4.0b10 (Swofford, 2002). Para los analisis del vecino mas cercano y el
maximo parentesco, se seleccionara el modelo evolutivo de K80+I+G
(Kimura80+ Sitios invariables + Distribucion Gamma), se empleara el criterio de
informacion de Akaike (Posada y Buckley 2004) encontrado en el programa
Modeltest v.3.06 (Posada y Crandall 1998). El arbol filogenético del vecino mas
cercano, seran determinados por el calculo de proporciones del la longitud de
las ramas (Felsenstein 1985) basado en la comparacion de 1000 busquedas de

del vecino mas cercano.

RESULTADOS
ANALISIS MOLECULARES

Se amplifico el gen rbcL (880 pb) y 18S (478 pb) de 31 muestras de
Porphyra de 13 localidades del Golfo de California. Con caracteristicas
morfolégicas similares. Los numeros de acceso de GenBank para
correspondientes a las secuencias de rbcL y 18S para cada localidad se
muestran en la Tabla 4.1.

Especimenes representativos de cada localidad se muestran en la figura
4.2. Region Norte del Golfo de California, Isla Partida (SR) B.C. localidad tipo de
Porphyra pendula. Region de Sonora, Isla Patos (IPS), Isla EI Choyero (PCY),

Isla San Pedro Martir (IPM) e Isla San Pedro Nolasco (ISPN). Los caracteres
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mas representativos como color muestran variaciones que van de rosa palido a
rojo cuando estan reproductivos con cigotosporangios y de purpura a verde
olivo (Fig. 4.2). La forma varia desde linguado, lanceolado a lineal algunas
veces con ramificaciones parciales, formas onduladas a profusamente
onduladas y algunas veces lisas La regién Centro-Sur agrupa a dos localidades
Punta Chivato (PC) y Bahia Agua Verde (BAV) localidad tipo de la especie,
ambas en B.C.S. Los ejemplares de Porphyra de ambas localidades presentan
caracteristicas similares en color y forma al grupo de Porphyra pendula de la

region Norte del Golfo de California (Fig. 4.3).
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Tabla 4.1. Recopilacién de informacion y numeros de ejemplar para los especimenes del Golfo de California, México, de este
estudio, y Numeros acceso GenBank.

FBCS
Especie CODIGO Location Lat/Long Fecha Recolector No. rbcL 18S

28°53' 33.4"N 21 Mar 12081-

P. pendula SR Isla Partida, B.C. 113°02'45.8"W 2006 JMLV JJHK GAS CY JAZG 123
28°22'57.90"N 13 Mar

P. pendula IPM Isla San Pedro Martir, Son 112°19'4.55"W 2009 JJHK ANSC 12280a,b
29°16'4.32"N 26 Feb

P. pendula IPS Isla Patos, Son. 112°27'47.36"W 2006 JMLV JUHK GBG GAS 12040-49
28°44'12.43"N 27 Feb

P. pendula PCY Isla El Choyero, Son 112°18'22.33"W 2006 JMLV JUHK GBG GAS 12060-65

Isla San Pedro Nolasco, 27°58'22.70"N 3 Abr

P. pendula ISPN Son. 111°22'38.40"W 2008 JMLV RBB JMGC 12183-99
27° 04' 19.0"N 22 Abr 12132-

P. hollenbergii PC Punta Chivato, B.C.S. 111 56' 42.2"W 2006 JMLV JUHK 143
25°30'56.78"N 30 Abr 11232-

P. hollenbergii BAV Bahia Agua Verde, B.C.S. 111° 3'53.37"W 2004 JMLV JEA 236 AY794401
24°50'33.42"N 11 Feb

Porphyra sp. GCII ISJO Isla San José, B.C.S. 110°36'21.03"W 2008 ASR ERA JC JJHK 12208-10
24°35'55.93"N 12 Feb

Porphyra sp.GClII IES Isla Espiritu Santo, B.C.S. 110°24'12.87"W 2008 JJHK JC 12211-13
24°21'16.35"N 16 Abr 12126-

Porphyra sp.GClII GAL Punta Galeras, B.C.S. 110°16'59.97"W 2006 JMLV JUHK 128
24°20'45.47"'N 19 Mar

Porphyra sp.GClII coy Punta Coyote, B.C.S. 110°14'54.72"W 2002 JMLV RMS EAO 11026-28
24°17'25.80"N 08 Abr

Porphyra sp.GClI LCR Las Cruces, B.C.S. 110°11'26.21"W 2001 MAAC EHA GHA KLC 1863
24° 2'35.61"N 29 Mar 12217-

Porphyra sp.GClII PAR Punta Arenas, B.C.S. 109°49'31.02"W 2008 JJHK JC CV 220

Nombre de recolectores: GAS, G. Andrade-Sorcia; EAO, E. Arroyo-Ortega; GBG, G. Ballesteros-Grijalva; RBB, R. Blanco-Betancourt; JCG,
J. Castillo-Guzman; JEA, J. Espinoza-Avalos; JMGC, J. M. Guzman-Calderon; JJHK, J. J. Hernandez-Kantun; GHA, G. Hinojosa-Arango;
EHA, E Holguin-Acosta; KLC, K. Leén-Cisneros; JMLV, J. M. Lopez-Vivas; RMS, R. Mufiz-Salazar; ERA, E. Rosas-Alquicira; ASR, A.

Sanchez-Rodriguez; ANSC, A. N. Suarez-Castillo; CV, C. Valdez-Navarrete; CY, C. Yarish; JAZG, J. A. Zertuche-Gonzélez.
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Figura 4.2. Especimenes representativos con caracteristicas morfolégicas como color y forma
de Porphyra pendula (SR, IPS, PCY, IPM y ISPN), localidades de la regién Norte del Golfo de
California.
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Figura 4.3. Especimenes representativos con caracteristicas morfolégicas como color y forma
de Porphyra hollenbergii (PC y BAV), Porphyra sp GCI (LCR), Porphyra sp GCIl (ISJO) y
Porphyra sp GCIIl (IES, COY, GAL y PAR), localidades de la region Norte del Golfo de
California.
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La region Sur del Golfo de California representada por tres diferentes
especies, dos de ellas con solo una localidad, Porphyra sp GCI de Las Cruces
(LCR) B.C.S. y Porphyra sp GCII Isla San José (ISJO), B.C.S. El grupo
Porphyra sp GCIIl agrupa cuatro localidades de la regiéon Sur, Isla Espiritu
Santo (IES), Punta Coyote (COY), Punta Galeras o Calerita (GAL) y Punta
Arenas (PAR). Los caracteres representativos de las tres nuevas especies
también coinciden con los registrados para las especies de las regiones Norte y
Centro-Sur del Golfo de California (Fig. 4.3).

Secuencias parciales de los loci rbcL (880 pb) y 18S (478 pb) se
obtuvieron de 31 muestras de Porphyra a lo largo del Golfo de California. Los
datos de las secuencias del gen rbcL (Tablas 4.11 y 4.1V). y 18S(Tablas 4.1l y
4.V). identificaron 9 haplotipos cada uno (Figs. 4.4 y 4.5). Para el gen 18S los
haplotipos mas frecuentes fueron el haplotipo 2 y 6, localizados en la zona norte
y sur respectivamente del Golfo de California. Por otra parte, el haplotipo 9 fue
el mas comun de rbcL (Fig. 4.6) (Tablas 4.11, 4.111, 4.1V y 4.V).

Los arboles filogenéticos de las secuencias del gen rbcL y el 18S
presentan una topologia similar (Figs. 4.4 y 4.5). El clado 1 (color gris) esta bien
soportado y contiene solo localidades del Norte del Golfo de California, Isla La
Partida (SR), Baja California; Isla Patos (IPS), Isla EI Choyero (PCY), Isla San
Pedro Martir (IPM) y Isla San Pedro Nolasco (ISPN), Sonora; muestras
representativas de Porphyra pendula la cual tiene su localidad tipo dentro de
este grupo Norte Isla La Partida (SR). El clado 2 (color azul palido) contiene dos

sitios ubicados en el centro-sur de la distribucion Punta Chivato (PC) y Bahia
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Agua Verde (BAV), siendo BAV la localidad tipo de Porphyra hollenbergii.
Dentro del clado 3 (color violeta palida) se encuentran exclusivamente Las

Cruces.
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Tabla 4.1l. Haplotipos de las secuencias para el gen rbcL Hap 1 (SR); Hap 2 (IPS, PCY, IPM); Hap 3(ISPN); Hap 4 (PC); Hap 5
(BAV), Hap 6 (GAL, IES, CQOY ); Hap 7 (ISJO); Hap 8 (LCR); Hap 9 (PAR).

Tabla 4.1ll. Haplotipos de las secuencias para el gen 18S. Hap 1 (SR); Hap 2 (IPS, ISPN); Hap 3(PCY); Hap 4 (IPM); Hap 5

2391222233334444444444
851000501190112223446

1236064684565687012
Hap 1 TCGCTTCAGGCTCCTCGCGATA
Hap 2 @ oo e e G
Hap 3 e e e e eeeaaaaas G
Hap 4 -T..ACTC.C..TTC.ATAGCG
Hap 5 -T..ACTC.C..TTCTATAGCG
Hap 6 -TATACTC. . .CTTCTATAGCG
Hap 7 -TATA.TC.C.CTTCT.TAGCG
Hap 8 -TATACTC...CTTCTATA.CG
Hap9 -TATACTCC.GCTTCTATAGCG

(PC), Hap 6 (BAV); Hap 7 (ISJO); Hap 8 (GAL, IES, COY, PAR); Hap 9 ( LCR).

Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap

OCQo~NounhwWNER

13678111111111112222222333333444444444444555555556666666667777777788888
23957011223467893778999126899002344566778001448991134567890226678934447
217062721657098248283409350547025274149896475808798762098946870796

GGTATACGGCGAACCTTCAGCTTGTCTCACGGAACTATTGTTTATTGTATTGTAGTCTTTCTTTCTTGAAC

CAAG.TTAATAG. . .CGTGA.GCT.T.TTTAAG.TC.CCACCCTACTCGGCACTA.TC..TC.CT.CACTA
CAAG.TTAATAG. . .CGTGA.GCT.T.TTTAAG.TC.CCACCC.A_.TCGGCACTA.TC..TC.CT.CACTA
T.AG.TTAATAGC.. .ATGA. .CTCTCTTTAAG.T..CCAC.C.A.T...CACTAGTC..TCCCTCCACTA
. .AG.TTAATAGC. . .ATGA..CTCTCTTTAAG.T..CCAC.C.A.T...CACTAGTC..TCCCT.CACTA
C.AGCTTAATAG....AT.ATGCTCT.TTTAAG.T..CCAC.C...T...CACTA.TCACTC.CT.CACTA
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Figura 4.4. Arbol filogenético vecino mas cercanos Neighbour-joining, basado en las
secuencias del gen rbcL. Los valores de proporcion de arranque (1000 repeticiones, > 50%) se
muestran por encima de los nodos. La barra indica la secuencia de divergencia relativa (0.01
sustituciones de nucledtidos por sitio). Se utilizaron como grupos externos 17 especies del
genero Porphyra y 4 especies del genero Bangia, entre paréntesis se encuentran los niumeros

de acceso del genebank.
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Figura 4.5. Arbol filogenético vecino mas cercanos Neighbour-joining, basado en las
secuencias de genes 18S rADN. Los valores de proporcién de arranque (1000 repeticiones, >
50%) se muestran por encima de los nodos. La barra indica la secuencia de divergencia relativa
(0.05 sustituciones de nucledtidos por sitio). Se utilizaron como grupos externos 13 especies del
genero Porphyra y 3 especies del genero Bangia.
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(LCR) localidad cercana a la Bahia de La Paz, B.C.S., sur del Golfo de
California, siendo esta una nueva especie de Porphyra sp. la cual denominamos
Golfo de California | (GCI). El clado (color rosa palido) 4 contiene una sola
localidad Isla San José (ISJO) localidad al Norte de la Bahia de La Paz, B.C.S.,
la cual también es una nueva especie Porphyra sp a esta localidad le llamamos
Golfo de California Il (GCII). El clado 5 (color rojo palido) se encuentra en medio
de las localidades LCR y ISJO, pertenecientes a la Bahia de La Paz y esta
compuesta de cuatro localidades Isla Espiritu Santo (IES), Punta Coyote (CQY),
Punta Galeras o Calerita (GAL) y Punta Arenas (PAR), las tres primeras
cercanas a la Bahia de La Paz y la ultima frente al complejo insular de Isla
Cerralvo, este grupo también represente una nueva especie de Porphyra sp, a
este grupo lo llamamos Golfo de California Ill (GCIII) (Figs. 4.4y 4.5).

Diferencias por pares (pairwise) del gen rbcL y las secuencias del 18S
para cada localidad se pueden observar en el (Figs. 4.4 y 4.5) arbol filogenético,
respectivamente. Dentro de cada region las diferencias fueron minimas. En la
region Norte para la especie Porphyra pendula las diferencias entre las
localidades eran de 2 a 18 pb para rbcL y 0-1 pb del gen 18S, respectivamente.
Del mismo modo, dentro de la regién Sur, 2-18 diferencias pb para el gen rbcL
fueron registrados y de 0-7 pb para el 18S.

Las muestras de las localidades Punta Galera o Calerita (GAL), Isla
Espiritu Santo (IES), Punta Coyote (COY) y Punta Arenas (PAR) parecen estar
estrechamente relacionados, mostrando cero pb de las diferencias del gen rbcL

y dos pares de bases de diferencias en las secuencias del gen 18S. Por otro
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lado, la mayor diferencia se registré en parejas entre la region Norte del Golfo
de California y las localidades de la region Sur del Golfo de California,
mostrando diferencias de 49-57 pb del gen rbcL y 14-20 pb para el gen 18S
respectivamente (Figs. 4.4y 4.5).

La distribucion de los haplotipos de Porphyra del gen rbcL resulto de la
siguiente manera para el grupo de localidades de la region Norte del Golfo de
California 4 haplotipos diferentes. En conjunto todos estos haplotipos conforman
el taxa Porphyra pendula. Para el gen 18S en la misma region Norte del Golfo
de California solo presenta 3 haplotipos diferentes Isla Partida (SR), B.C.
presenta un solo haplotipo para los dos genes el cual no lo comparte con
ninguna otra localidad (color rojo ladrillo) (Fig. 4.6). Isla Patos (IPS), Son.,
presenta el mismo haplotipo del gen rbcL que Isla San Pedro Nolasco. El
haplotipo 2 del gen 18S es el mismo para Isla Patos (IPS), Isla EI Choyero
(PCY) y para Isla San Pedro Martir (IPM), todas localidades en Sonora. El tercer
haplotipo del gen rbcL es exclusivo de Isla el Choyero (PCY), Son. El cuarto
haplotipo del gen rbcL es exclusivo de Isla San Pedro Martir (IPM), Son. Por
ultimo el haplotipo 3 del gen 18S es exclusivo de Isla San Pedro Nolasco
(ISPN), Son. (Fig. 4.6).

Para la region Centro-Sur del Golfo de California conformada por el taxa
Porphyra hollenbergii presenta dos haplotipos diferentes para el gen rbcL y dos
para el gen 18S, es decir que las dos localidad Punta Chivato (PC) y Bahia
Agua Verde (BAV). El haplotipo 9 del gen rbcL y el haplotipo 8 del gen 18S del

Las Cruces (LCR), B.C.S. representa a un nuevo taxa Porphyra sp GClI,
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haplotipos diferentes dentro de la region Sur del Golfo de California. El haplotipo
7 del gen rbcL y el haplotipo 6 del gen18S representan a Porphyra sp GCII
también es una nueva especie dentro de la region Sur del Golfo de California, la
cual se encuentra en la Isla San José (ISJO), B.C.S. Porphyra sp GCIIl esta
representada por 4 localidades de la region Sur del Golfo de California, el
haplotipo 8 del gen rbcL es comun para todas las localidades mientras que el
haplotipo 7 del gen 18S solo lo comparten 3 de las localidades Isla Espiritu
Santo (IES), Punta Galeras o Calerita (GAL) y Punta Coyote (COY) y el
haplotipo 9 solo lo presenta Punta Arenas (PAR), todas ellas localidades en

B.C.S.
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Figura 4.6. Distribucidon de las 5 especies dioicas de Porphyra en el Golfo de California, se
muestra la distribucion de los 9 haplotipos del gen rbcL y del gen 18S.
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Tabla 4.1V. Diferencias absolutas en las secuencias (debajo de la diagonal) y porcentaje de divergencia de las secuencia (por
encima de diagonal) de las secuencias del gen rbcL en el Golfo de California de especies de Porphyra identificados en este
estudio. Longitud de la secuencia de 880pb.

SR IPS PCY IPM ISPN PC BAV IES ISJO GAL coy LCR PAR

SR 1.36 1.59 0.23 1.36 6.48 6.25 6.02 5.80 6.02 6.02 5.80 6.02

IPS 12 0.23 1.59 0.00 6.25 6.02 5.91 5.68 591 591 591 591

PCY 14 2 1.82 0.23 6.25 6.02 5.91 5.68 5.91 5.91 5.91 5.91
IPM 2 14 16 1.59 6.25 6.02 5.80 5.57 5.80 5.80 5.57 5.80
ISPN 12 0 2 14 6.3 6.0 5.9 5.7 5.9 5.9 5.9 5.9
PC 57 55 55 55 55 0.23 2.05 1.93 2.05 2.05 1.93 2.05

BAV 55 53 53 53 53 2 1.82 1.70 1.82 1.82 1.70 1.82
IES 53 52 52 51 52 18 16 0.23 0.00 0.00 1.48 0.00

ISJO 51 50 50 49 50 17 15 2 0.23 0.23 1.36 0.23
GAL 53 52 52 51 52 18 16 0 2 0.00 1.48 0.00
coy 53 52 52 51 52 18 16 0 2 0 1.48 0.00
LCR 51 52 52 49 52 17 15 13 12 13 13 1.48

PAR 53 52 52 51 52 18 16 0 2 0 0 13
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Tabla 4.V. Diferencias absolutas en las secuencias (debajo de la diagonal) y porcentaje de divergencia de las secuencia (por
encima de diagonal) de las secuencias del gen 18S en el Golfo de California de especies de Porphyra identificados en este
estudio. Longitud de la secuencia de 478 pb.

SR IPS PCY IPM ISPN PC BAV IES ISJO GAL coy LCR PAR
SR 0.21 0.21 0.21 0.21 3.14 3.35 3.77 3.56 3.77 3.77 3.56 4.18
IPS 1 0.00 0.00 0.00 2.93 3.14 3.56 3.35 3.56 3.56 3.35 3.97
PCY 1 0 0.00 0.00 2.93 3.14 3.56 3.35 3.56 3.56 3.35 3.97
IPM 1 0 0 0.00 2.93 3.14 3.56 3.35 3.56 3.56 3.35 3.97
ISPN 1 0 0 0 2.93 3.14 3.56 3.35 3.56 3.56 3.35 3.97
PC 15 14 14 14 14 0.21 1.05 1.26 1.05 1.05 1.26 1.46
BAV 16 15 15 15 15 1 0.84 1.05 0.84 0.84 1.05 1.26
IES 18 17 17 17 17 5 4 0.63 0.00 0.00 0.21 0.42
ISJO 17 16 16 16 16 6 5 3 0.63 0.63 0.84 1.05
GAL 18 17 17 17 17 5 4 0 3 0.00 0.21 0.42
coy 18 17 17 17 17 5 4 0 3 0 0.21 0.42
LCR 17 16 16 16 16 6 5 1 4 1 1 0.63

PAR 20 19 19 19 19 7 6 2 5 2 2 3
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DiscusION

Este estudio redefine los limites de distribucion geografica de Porphyra
hollenbergii especie endémica del Golfo de California usando técnicas de
biologia molecular y datos morfolégicos. Los datos moleculares confirman la
presencia en el Golfo de California de 5 especies de Porphyra con una
sexualidad tipo dioica similar a la que presenta P. hollenbergii. El primer grupo
esta formado por Porphyra pendula el cual se ubica en la zona norte del Golfo
de California, que corresponde al clado 1 (Figs. 4.4 y 4.5), para ambos genes
rbocL y 18S. Especimenes identificados como P. pendula (DQ084430) de la
localidad Punta Galeras o Calerita, B.C.S. (Nelson et al. 2006) amplificando el
gen 18S, se agrupo con las localidades del grupo GCIIl las cuales se
consideran en este trabajo como una nueva especie endémica del Golfo de
California. El grupo P. pendula perteneciente a la region Norte del Golfo de
California segun los analisis realizados, coincide con la ubicacion de los
primeros registros de Dawson 1953 y con su localidad tipo, apoyados en esta
descripcion se considera que los individuos del clado |, el cual agrupa a las
localidades SR, IPS, PCY, IPM y ISPN pertenecen a P. pendula.

P. hollenbergii se localiza en la zona centro-sur del Golfo de California,
correspondiente al clado 2. Se utilizo una muestra analizada anteriormente de la
localidad tipo BAV (P. hollenbergii AY794401) (Lopez-Vivas et al. 2004 no
publicado, Lynch et al. 2008) del gen rbcL el cual se agrupo en el clado 2 del
arbol filogenético del gen rbcL junto a las localidades PC y BAV poblaciones del

misma especie. A este grupo se le ha como P. hollenbergii por estar dentro del
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clado en el cual se encuentra la localidad tipo de la especie registrada por
Dawson (1944, 1953).

El Clado 3, 4 y 5 son nuevas especies de Porphyra, las cuales se
encuentran en los grupos GCI, GCIl y GCIII, las cuales se agrupan en la region
Sur del Golfo de California.

Los talos de Porphyra hollenbergii, Porphyra pendula y las nuevas
especies de Porphyra (GCI, GCIl y GCIll) no presentan diferencias
morfoldgicas, todas son monsotromaticos ya que presentan una sola capa de
células de grosor y tienen un solo cloroplasto. Ademas, presentan sujetador
basal de forma discoidal formado por células que presentan un filamento
hialino. Laminas lanceoladas, lineares ¢ lineares-lanceoladas, ovadas; son
flacidas, simples o divididas a partir de una porcién basal comun. Con
margenes profusamente ondulados, los talos gametofitos que contienen los
cigotosporangios son mas ondulados que los talos masculinos. Los talos
masculinos son mas pequenos que los talos femeninos, presentan dimorfismo
sexual. El color de las especies va de color rojo purpura claro a rosa palido y
amarillento en algunas se observa color verde olivo (Lopez-Vivas 2000, 2003,
Aguilar-Rosas et al 2004, Aguilar-Rosas et al 2007). La coloracion de los talos
tiene que ver con la maduraciéon de las estructuras reproductivas sexuales y la
aparicion de los paquetes reproductivos. Segun Kurogi (1972) la expresiéon de
los tonos peculiares de colores para cada especie hace dificil su identificacion.
La mayoria de las especies de Porphyra presentan de dos a tres colores

caracteristicos. El numero de espermacios, ademas de los margenes



76

profusamente ondulados de las laminas, fueron los caracteres principales para
separar a P. pendula de P. hollenbergii. Segun algunos autores P. hollenbergii
difiere de P. pendula principalmente en el numero de espermacios 64, en
comparacién con los que presenta P. pendula 128 (Dawson 1944, 1953;
Aguilar-Rosas et al 2004). En la revision realizada para este trabajo se observo
que todas las especies presentan paquetes de espermacios de 128 y Aguilar-
Rosas et al (2007) confirma la presencia de paquetes de 128 espermacios para
Porphyra hollenbergii. Con respecto a la comparacion de los margenes ambas
especies presentan el margen con la misma caracteristica, margenes
profusamente ondulados, lo cual también es confirmado por (Aguilar Rosas et al
2004, 2007). Aunque las descripciones originales y la posterior realizada por
Krishnamurthy (1972) mencionan que P. hollenbergii los presenta mucho muy
ondulados mientras que P. pendula los presenta prominentemente ondulados
(Dawson 1953; Krishnamurthy 1972). El principal problema con los caracteres
morfolégicos es que son subjetivos, ya que no tienen una unidad de medida
establecida.. Pedroche y Senties 2003 mencionan que a pesar de que las algas
son organismos muy simples, con niveles de organizacion faciles de reconocer,
en muchas ocasiones se usan un bajo numero de caracteres para su
descripcion y caracterizacion, aunado a que se incluyen varios grupos
monofileticos, con grados diferenciales de evolucion desde su origen. Por lo que
estos diversos caminos evolutivos provocaron la gran plasticidad morfologica
que presentan las algas, lo que hace dificil distinguir estadios morfolégicos

discretos de un mosaico de gradientes en forma (Pedroche y Senties 2003).
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La mayoria de las caracteristicas morfologicas, anatémicas vy
reproductivas de todas estas especies son muy similares entre ellas,
manteniendo variaciones en color forma y talla. Segun Neefus et al. (2002)
muchos de los caracteres son similares entre especies o entre individuos
estrechamente relacionados, sin embargo Ilas diferencias existentes
representan a la plasticidad fenotipica y en algunos casos son la evidencia de la
formacion de especies. Estudios recientes combinan rasgos bioquimicos,
moleculares, morfoldgicos y ecoldgicos, los cuales han demostrado que varias
especies del género Porphyra “forman especies” o “complejos”, los cuales
mantienen similitudes morfoldgicas pero son diferentes taxa (Neefus et al. 2002,
Bray et al. 2006, Bray et al. 2007).

Nueve haplotipos de las secuencias del gen rbcL y 18S de 31 muestras
fueron identificadas en el presente estudio. Cinco de estos se agrupan para
formar un grupo monofilético estrechamente relacionados, separados entre si
por un maximo de 18 pb (2.05%) de rbcL y 7 pb (1.46%) para el 18S.

Antes de este trabajo, sélo las poblaciones extremas de Porphyra
hollenbergii habian sido localizado exclusivamente en torno a las islas en el
Golfo de California (Espinoza-Avalos 1993, Aguilar-Rosas et al. 2004). En este
estudio, Porphyra hollenbergii no es registrada para ninguna localidad de la
costa continental de Sonora y Sinaloa. Sin embargo, después de los analisis
moleculares tan solo se le registra en dos localidades, Punta Chivato (PC), y
Bahia Agua Verde (BAV), B.C.S., que es la localidad tipo. Esto demuestra que

el nombre P. hollenbergii ha sido ampliamente aplicado de forma incorrecta en
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muchos sitios del Golfo de California, por ejemplo en algunas Islas del Golfo de
California como ha sido mencionado por Aguilar-Rosas et al. (2007).

En este estudio, P. pendula se registr6 en la zona norte del Golfo de
California a lo largo de la costa de Sonora, principalmente en Islas de la regién,
Isla Patos (IPS), Isla ElI Choyero (PCY), Isla San Pedro Martir (IPM) e Isla San
Pedro Nolasco (ISPN) y en un solo sitio en la peninsula de Baja California, Isla
Partida (SR), la cual es la localidad tipo de la especie. Por lo que consideramos
que esta especies es exclusivamente islefia, y debe de conservar el nombre
con el que fue registrada Porphyra pendula.

Se encontrd un registro de una secuencia 18S de P. pendula (GenBank
DQO084430) (Nelson et al. 2006)la cual se registr6 para Punta Las Galeras o
Calerita (GAL), B.C.S., sin embargo en el analisis realizado esta secuencia en
clado 3 se agrupa a una nueva especie que hemos clasificado como Porphyra
sp. GCIIl Esto pone en evidencia que P. pendula tiene una distribucion
restringida en la regién Norte del Golfo de California y que el grupo conformado
por Isla Espiritu Santo (IES), Punta Galeras (GAL), Punta Coyote (COY) y
Punta Arenas (PAR) son un nuevo taxa. Esto también pone en evidencia la gran
plasticidad morfolégica que puede presentar Porphyra en el Golfo de California
lo cual provoca que la identificacion de estas especies usando caracteres
morfolégicos sea complicada. El que exista un numero mas elevado de
especies dentro del Golfo de California indica el alto endemismo que puede

presentar area como ya ha sido demostrado (Espinoza-Avalos 1993).
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CAPITULOV

HisToRIA DE VIDA DE Porphyra hollenbergii DAWSON (BANGIALES, RHODOPHYTA)

INTRODUCCION

En la Familia Bangiaceae de las algas rojas, se reconocen dos tipos de
procesos de reproductivos. El primer tipo esta vinculado a la fase foliar (Fig. 5.1)
con reproduccion sexual, donde células masculinas (espermacios) pequefias e
incoloras, se liberan y fecundan a las células femeninas, largas, sumamente
pigmentadas en rojo, las cuales presentan un tricogino primitivo, el cual es el
receptor del espermacio. Posterior a la cariogamia, las células fecundadas
producen cigotosporas, siendo diferenciadas de las células vegetativas como
bolas inflamadas de esporas de forma cubica (cigotosporangios) (Figs. 5.2, 5.3)
localizadas a lo largo de los margenes del talo (Drew 1954; Krishnamurthy
1972; Conway 1964a, 1964b; Dixon y Richardson 1969; Conway y Cole 1973;
Conway et al. 1975; Conway y Cole 1977; Hawkes 1977; Hawkes 1978; Lobban
y Wynne 1981; Kim 1999).

El segundo tipo de reproduccién, esta relacionado con la fase
filamentosa denominada conchocelis (Fig. 5.4), que es el resultado del
desarrollo germinal de las cigotospora, que origina un filamento, irregular
ramificado, muy diferente al talo foliar erecto (Fig. 5.1), y presenta reproduccion
asexual, con generacion de conchosporangios (Fig. 5.5), en donde el talo es
regularmente perenne (Conway y Cole 1977; Chiang y Wang 1980; Lobban y

Wynne 1981; Waaland et al. 1990; Kim 1999).



80

Drew (1954) reconoce tres tipos de esporas en Bangiales, basandose en
la forma y su desarrollo: |I) monosporas producidas por esporangios
diferenciados (conchosporas) (Fig. 5.5), Il) monosporas producidas de células
vegetativas indiferenciadas (arquésporas) (Fig. 5.6) y lll) esporas formadas por
divisiones sucesivas de células madre dando paquetes de 4-128 6 mas esporas
(espermacios/cigotosporas) (Figs. 5.2, 5.3). Drew (1954) fue de la opinién de
que solo los tipos Il y Ill estdan en Bangiaceae y esto concuerda con la parte
asexual y sexual de la familia. Posteriormente Conway y Cole (1977) en
estudios realizados en la fase conchocelis de Porphyra y Bangia demostraron
que la fase filamentosa microscépica presenta esporangios diferenciados (Fig.
5.5), lo que incluiria a la familia Bangiaceae las esporas de tipo |
(conchosporas) mencionadas por Drew (1954).

Cole et al. (1975), proponen tres tipos de historias de vida: El Tipo | se
basé en la historia de vida de Porphyra subtumens J. Agardh; Tipo Il en
Porphyra sanjuanensis V. Krishnamurthy 1972 (en sinonimia con Porphyra
perforata J. Agardh 1883) y el Tipo lll en P. perforata de la Columbia Britanica y
de Washington. Los mismos autores describen que la reproduccién de P.
subtumens (Tipo I) y P. sanjuanensis (Tipo Il) es solo de tipo asexual en el talo
foliar, reproduciéndose por arquésporas (Fig. 5.6) y esporas neutras
respectivamente. Nelson y Knight (1996) completan la historia de vida de P.
subtumens la cual es una historia tipica de Bangiales; y Lindstrom y Cole (1990)
ponen en sinonimia a P. sanjuanensis con P. perforata (Tipo Ill) basados en

patrones de electroforesis. Por lo que solo la historia de vida de P. perforata es
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la Unica que se reconoce actualmente de las tres mencionadas por Cole y

Conway (1975).

Figura 5.1. Talos foliares de algunas Bangiales.



Figura 5.2. Vista superficial de cigotosporangios.

Figura 5.3. Vista superficial de espermatangios.
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Figura 5.6. Arquésporas de Porphyra.
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Notoya et al. (1992a, 1992b 1993a, 1993b), describen nueve historias de
vida de Porphyra para especies Japonesas y las divide en tres tipos: Tipo | se
basa en la historia de vida de Porphyra tenuipedalis A. Miura 1961, el talo es
monoico con células reproductivas sexuales mezcladas en el talo foliar, sin la
presencia de conchosporangios y conchosporas; el talo foliar se desarrolla
directamente de una espora esférica que se forma en la punta de los filamentos
de conchocelis. El Tipo Il se basa en la historia de vida de Porphyra lacerata A.
Miura 1967, con tipo monoico y células reproductivas sexuales mezcladas en el
talo foliar, presenta la tipica historia de vida bifasica y heteromorfica de las
bangiales. Mientras que Tipo lll es la historia de vida de Porphyra dentata
Kjellman 1897, con talos dioicos, e historia de vida tipica bifasica y
heteromorfica. Actualmente los tres tipos de historias de vida se aceptan
(Notoya et al. 1992a, 1992b, 1993a, 1993b).

Segun Kornmann (1994), existen dos grupos de historias de vida, de
acuerdo a lo delgado o grueso del talo y solo para especies monoicas. En el
grupo A, talos de moderadamente grueso a grueso, con cuatro hileras de
cigotosporas en corte transversal y en el grupo B, talos delgados con dos
hileras de cigotosporas en corte transversal. Existen tres tipos para el grupo Ay
dos para el grupo B. El grupo A tipo I, es la historia de vida clasica
representativa, descubierta por Drew (1954), la alternancia de un talo folioso de
Porphyra con uno microscépico y filamentoso (conchocelis). En el tipo |, los
talos masculinos son extremadamente raros, pero existen espermatangios

vestigiales, que generan agamosporangios, los cuales a su vez generan
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agamosporas que al liberarse crecen y dan origen a la fase diploide
conchocelis, esta fase produce conchosporangios y libera conchosporas, que
se desarrollan en un nueva generacion de talos foliares haploides (Kapraun y
Lemus, 1987, Kornmann, 1994). El grupo A tipo Il, son talos monoicos, con
reproduccion sexual, con una alternancia haploide/diploide, con un talo
gametofito y una fase conchocelis. El carpogonio es fertilizado y desarrolla el
cigotosporangio. Las cigotosporas crecen y dan origen a la fase diploide
conchocelis, esta fase produce conchosporangios y conchosporas. Las
conchosporas son liberadas y desarrollan un nueva generacion de talos foliares
haploides (Kornmann, 1994). El grupo A tipo lll, los espermatangios y
cigotosporangios estan ausentes, solo hay esporangios neutros, producidos por
el talo foliar a partir de una célula vegetativa sin fecundacion. Las esporas
neutras se desarrollan directamente generando un nuevo talo foliar
(Krihnamurthy, 1969, Hymes y Cole, 1983, Lindstrom y Cole, 1990, Kornmann y
Sahling, 1991). Las historias de vida tipo IV y tipo V del grupo B, son
similares al tipo | y tipo Il, con las modificaciones siguientes: 1) los tipos IVy V
son independientes uno del otro y nunca conectados por una misma especie
con los dos tipos de historia de vida; 2) facultativa, propagacién vegetativa por
medio de arquésporas, esporas asexuales liberadas directamente de células
vegetativas en los dos tipos (Kornmann, 1994). El grupo B tipo IV, los
espermatangios son vestigiales, como en el tipo |, y la generacion
heteromérfica es producida por medio de agamosporas, que se desarrollan en

un agamosporangio. Las agamosporas crecen y dan origen a la fase diploide
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conchocelis, esta fase produce conchosporangios y conchosporas. Las
conchosporas son liberadas y desarrollan un nueva generacion de talos foliares
haploides. A diferencia del tipo I, aqui hay formacién de talos foliares a partir de
arquésporas (Freshwater y Kapraun, 1986, Kornmann y Saling, 1991,
Kornmann, 1994).

Notoya (1997) en una clasificacion mas reciente, menciona que existen 4
tipos de historias de vida en el género Porphyra, basados en resultados de
estudios previos de laboratorio y cultivo de 35 especies. “Tipo I” se basa en
Porphyra tenuipedalis (Notoya et al. 1992a y b), y solo se conoce para esta
especie. Parches espermatangiales y cigotosporangiales estan mezclados en el
talo foliar. Después de la fertilizacion cigotosporangios se forman, liberan y
germinan en talos filamentosos conchocelis. Células esféricas que se forman en
la punta del filamento de conchocelis y desarrollan directamente un talo foliar
monoico. Por lo que, las células esféricas pueden ser un conchosporangio
primitivo o conchosporas. Reproduccion asexual por arquésporas, esporas
neutras o cualquier otro tipo de estructura no se conoce para esta especie
(Notoya et al.1992a; Notoya 1997) (Fig. 5.7). Las historias de vida tipo Il y tipo
lll se diferencian a partir del arreglo de sus células sexuales reproductivas en el
talo foliar, también son talos monoicos. Muchas especies a nivel mundial
presentan historias de vida del tipo Il (Fig. 5.7), con alternancia de un gametofito
foliar y una fase conchocelis diploide, o que la hace la historia de vida mas
comun (Notoya et al.1992b; Kornmann 1994; Notoya 1997). “Tipo II” se basa

en Porphyra lacerata, tipo clasico conocido en muchas especies de Porphyra,



87

se describié y nombré por Notoya et al. (1992a, 1993a). La historia de vida Tipo
Il se basa en parches espermatangiales y cigotosporangiales mezclados en el
talo foliar. Después de la fertilizacion, las cigotosporas se forman vy liberan, y
germinan para producir el talo filamentoso conchocelis. Ramas
conchosporangiales se producen en los talos filamentosos, y liberan
conchosporas, las que germinan y originan un talo foliar. Este tipo es
claramente una historia de vida bifasica. Se reconocen seis tipos de
reproduccion asexual en las especies de este tipo. Arquésporas de la fase
foliar, endosporas, esporas neutras, agamosporas, arquésporas liberadas en la
fase conchocelis, y prototalos producidos directamente de conchocelis (Notoya
1997; Nelson et al. 1999) (Fig. 5.7). El “Tipo IlI” se basa en la historia de vida
de Porphyra variegata (Kjellman) Kjellman 1900, este tipo fue descrito y
nombrado por Notoya y Sugawara (1994), es conocido en cinco especies. El
talo es monoico, pero el tejido masculino y femenino esta separado
longitudinalmente por la mitad y las estructuras reproductivas no se mezclan, la
historia de vida es claramente bifasica. Reproduccion asexual se conoce para el
talo foliar y en conchocelis, y la generacion de conchocelis por
agamosporangios solo en algunas especies (Fig. 5.8). El “Tipo IV” fue descrito
y nombrado por Notoya et al. (1992a, y 1993b), se basa en la historia de vida de
Porphyra dentata especie dioica. Espermacios y cigotosporas usualmente se
producen en diferentes talos; sin embargo, el 0.01 — 0.1 % de los talos en
campo son monoicos, Yy estan sectorizados o divididos por al menos una linea

horizontal, talos monoicos solo se reportan en Porphyra pseudolinearis Ueda



88

1932 (Funano, 1961) para Japoén. Esta historia de vida es claramente bifasica, y
se reporta para 8 especies para: Porphyra angusta Okamura & Ueda 1932
(Kurogi 1961), P. insolita (Kornnman 1994), P. lacinata (Kornnman 1994), P.
linearis (Bird et al. 1972; Kormann y Sahling 1991), P. ochotensis (Kornmann
1994), P. pseudolinearis (Kito 1998) y P. schizophylla (Cole y Conway 1980) la
reproduccién asexual para conchocelis la reportan Cole y Conway (1980) (Fig.
5.8). Reproduccion asexual por arquésporas en el talo foliar.

De las seis especies que se reportan para las costas el Pacifico de
México y Golfo de California, solo se han descrito las historias de vida de cuatro
ellas, todas por investigadores extranjeros. Porphyra gardneri Hawkes, (Hawkes
1977; Hawkes 1978); Porphyra perforata J. Ag. (Hollenberg, 1958; Martinez,
1990; Polne-Fuller y Gibor, 1990); para P. suborbiculata Kjellman (Freswater y
Kapraun 1986; Monotilla y Notoya 2004) y P. thuretii Setchell et Dawson
(Conway y Cole 1977; Hawkes 1981) (Fig. 5.7), todas con una historia de vida
tipo Il de acuerdo con la clasificacion de Notoya (1997). Sin embargo, nada se
conoce en este sentido para la especie Porphyra hollenbergii endémica del

Golfo de California.



TIPO | Porphyra tenuipedalis

Carpogonios

Espermatangios

ap

s
&
&

@?Q Cigotosporas

? Conchocelis

{§ carpogonios

Cigotosporangios

Espermatangios

Conchosporangio

Talo folioso

TIPOII Porphyra lacerata

Carpogonios

Espermatangios

Cigotosporangios ﬁ

@9® Cigotosporas
g Conchocelis

Carpogonios

Espermatangios,

Conchosporangio

Talo folioso

89

Figura 5.7. Esquemas de dos tipos de historias de vida de especies de Porphyra, “Tipo I’ Porphyra tenuipedalis, forma células esféricas y
“Tipo II” Porphyra lacerata especies monoicas. (Notoya 1997).
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ANTCEDENTES

El Golfo de California (GC) se encuentra en un area subtropical con
condiciones oceanograficas especiales. Es un mar marginal del Océano
Pacifico, con excepcionales y altos niveles de productividad primaria (Alvarez-
Borrego et al. 1978; Alvarez-Borrego y Lara-Lara 1991). Con una alta diversidad
de fauna y flora y un alto endemismo (Dawson 1944; Norris 1975; Cruz-Ayala et
al. 2001). Su riqueza se estima en aproximadamente 580 especies (Zertuche-
Gonzélez et al. 1995), de las cuales 116 son endémicas (Espinosa-Avalos
1993), existen por lo menos 55 especies con potencial comercial aun sin
explotarse (Pacheco-Ruiz et al. 2003). P. hollenbergii como especie endémica
del GC, presenta muy pocos registros, se reporta desde la Isla Patos, Sonora e
Isla Partida Baja California hasta Punta Arenas, Baja California Sur (Dawson
1944; Dawson 1953; Krishnamurthy 1972; Norris 1975; Espinoza-Avalos 1993;
Riosmena-Rodriguez y Paul-Chavez 1997; Mateo-Cid et al. 2000; Lopez-Vivas

2000; Paul-Chavez y Riosmena-Rodriguez 2000; Lopez-Vivas 2003) (Fig. 5.9).



Figura 5.9. Distribucién de Porphyra hollenbergii en el Golfo de California.

Actualmente solo se conoce la forma y espesor (grueso) de la fase foliar
que es monostromatica, la cual caen dentro de la categoria de talos del grupo A
(descripcion de Kornmann, 1994). Por otra parte, por la generacion de paquetes
espermatangiales y cigotosporangiales en talos dioico y el que las cigotosporas
originen la fase filamentosa diploide llamada conchocelis y esta a su vez
desarrolle conchosporangios (Dawson, 1944,1953; Lopez-Vivas 2003), permite
generar la hipotesis de que P. hollenbergii pudiera presentar una historia de

vida tipo IV segun la clasificacién de Notoya (1997) (Fig. 5.10).
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Figura 5.10. Esquema hipotético de la historia de vida de P. hollenbergii, especie dioica,
monostromatica, catalogada hipotéticamente como Tipo IV segin Notoya (1997).
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Por otra parte, se desconocen las condiciones 6ptimas en las que se
pueden desarrollar ambas fases (foliar y filamentosa), tampoco se conocen las
condiciones de liberacion de sus conchosporas. No se sabe si la fase foliar
genera arquésporas y/o agamosporas. Tampoco se conocen las condiciones
ambientales (temperatura, densidad del flujo de fotones, fotoperiodo), que han
hecho de esta especie una alga endémica, de una zona con condiciones tan
extremas entre verano e invierno como es el Golfo de California (Pacheco-Ruiz
et al. 2003).

El conocer estos aspectos de la historia de vida y las condiciones en las
que se desarrolla P. hollenbergii podria sentar las bases para explicar su

endemismo y las estrategias de permanencia en el GC.

HIPOTESIS

Porphyra hollenbergii presenta una historia de vida bifasica del tipo IV,
por lo que debe generar estructuras reproductivas espermatangiales y
cigotosporangiales; también debe generar una fase microscopica conchocelis a
partir del desarrollo de sus cigotosporas. Sin descartar la posible presencia de
arquésporas y/o agamosporas (fase foliar) y conchosporas y/o arquésporas
(fase filamentosa), algo que suele ser comun en otras Bangiales dioicas. La
fase filamentosa (conchocelis) de P. hollenbergii, debe ser la fase de resistencia
y permanencia a las condiciones extremas del Golfo de California, por lo que

esta debe ser perene y tolerante a altas y bajas temperaturas, similares a las
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que se presentan en el verano e invierno en el Golfo de Califonia (>30 vas

14°C) (Blanco-Betancourth et al. 2004).

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Describir la fase filamentosa de P. hollenbergii y sus estrategias reproductivas.

OBJETIVOS PARTICULARES

Conocer las condiciones Optimas (temperatura, densidad del flujo de
fotones y fotoperiodo) en que se desarrolla la filamentosa conchocelis.

Describir si existe otra forma de reproduccién en la fase filamentosa
como arquésporas, conchosporangios, prototalos y protoplastos.

Condiciones optimas para el desarrollo de conchosporangios y liberacion
de conchosporas en la fase conchocelis.

Conocer cual es el limite de tolerancia termica de la fase conchocelis.

Determinar que factores abidticos influen en desarrollo, crecimiento y

reproduccion de la fase conchocelis de P. hollenbergii.
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MATERIALES Y METODOS

El material reproductivo se obtuvo en abril de 2004 de la localidad tipo de
Porphyra hollenbergii, Bahia Agua Verde, Baja California Sur, GC. Las coletas
se realizaron en primavera, ya que entre febrero-abril las fases foliares son
comunes in situ y las laminas se encuentra en reproduccion (Dawson 1953;
Lopez-Vivas 2003). Cepas de Porphyra hollenbergii “Mex I”, se encuentran en
resguardo in vitro en el laboratorio de Macroalgas Marinas del Instituto de
Investigaciones Oceanologicas.

El material colectado se limpié con un pincel, cortando la zona del talo
que tenia estructuras reproductoras (cigotosporangios principalmente), se
colocaron en tubos conicos de plastico con tapadera de 50 mL (marca Perfector
Scientific), con agua de mar filtrada a 0.45 uym y esterilizada por 15 minutos en
autoclave (Marker Forge, Sterilmatic), se trasladaron al laboratorio en hieleras,
para que el tejido no sufriera descomposicion. Para la liberacion de
cigotosporas el tejido se lavo y se limpid con un pincel, se colocd en cajas
“petri” de 50 mL con agua de mar filtrada a 0.2 um, esterilizada 15 minutos en
autoclave y enriquecida con medio Provasoli's (Provasoli 1968; Bold y Wynne
1978; Andersen et al. 2005), agregando 2 mL de didxido de germanio (GeO,),
para evitar contaminacion con diatomeas, se utilizd6 1 mL de antibidtico
(estreptomicina, penicilina, ampicilina 1gL'1) para el control de protozoarios.
Cuando el tejido reproductivo liberé las cigotosporas, estas se transfirieron con

una pipeta pasteur modificada a nuevas cajas de petri.
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Para induccion a la liberacion de cigotosporas, medir el crecimiento y
generar las estructuras reproductivas (arquésporas y conchosporangios), los
filamentos de conchocelis de Porphyra hollenbergii se expusieron a un
experimento factorial 5x5x3 en un incubador (VWR Scientific Modelo 2015), en
las siguientes condiciones: temperaturas (10, 15, 20, 25 y 30°C), densidades de
fluyjo de fotones (10, 20, 40, 60, y 80 umol fotones m? s”), y bajo tres
fotoperiodos (8L:160, 12L:120 y 16L:80; Luz:Oscuridad), estos experimentos

se realizaron en incubadores (Fig. 5.11).

Diseio Experimental

Experimentos Fase Conchocelis
, 5 bolitas (torundas)
Fotoperiodo 5 replicas

(16L:80 a 8L:160)

15 20 25 30

I= Irradiancia Temperatura °C
Horas Luz=L

Horas Oscuridad = O

Figura 5.11. Esquema del disefio experimental factorial 5x5x3.

En un segundo experimento, filamentos de conchocelis de Porphyra
hollenbergii se expusieron a un experimento factorial 3x4x3 para comprobar su
limite de tolerancia térmica a altas temperaturas en las siguientes condiciones:

temperaturas (31, 33 y 35°C), densidades del fujo de fotones (10, 50, 100 y 150
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umol fotones m? s), y bajo tres fotoperiodos (8L:160, 12L:120 y 16L:80;
Luz:Oscuridad), esto se realiz6 en una mesa de gradientes como la descrita
por Yarish et al. (1979) (Fig. 5.12).

Disefio Experimental

Limites de tolerancia térmica

Fotoperiodo
(8L:160 12L.:120 y 16L:80)

5 bolitas (torundas)

5 replicas

I= Irradiancia
Horas Luz= L
Horas Oscuridad =0

Temperatura °C

Figura 5.12. Esquema del disefio experimental factorial 3x4x3.

Con este experiemnto se midié crecimiento de la fase conchocelis,
namero de arquésporas (por area en mmz), numero de conchosporangios (por
area en mm2) y limite de tolerancia térmica. Cada variable se analiz6
estadisticamente por medio de ANDEVAS de tres vias, se realizaron analisis a
priori de normalidad y homogeneidad y se utilizd el analisis a posteriori de
Tukey para determinar diferencias en crecimiento, numero de arquésporas,
numero de conchosporangios con ayuda del programa SigmaStat (SYSTAT v.

3.5).
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RESULTADOS

La liberacion de las cigotosporas en la fase foliar de Porphyra
hollenbergii se presenté entre los 10 y 25°C de temperaturas y 10 y 80 umol
fotones m? s™' de densidades del fujode fotones en fotoperiodos largo 16L:80,
neutro 12L:120 y corto 8L:160 (Figs. 5.13a y b), estas germinaron generando
colonias de filamentos conchocelis (Fig. 5.13 d) entre los 10 y 33°C. Los

filamentos fueron mas abundantes en temperaturas de 15°C.

Figura 5.13. a) Cigotosporangios maduros, b) Liberaciéon de cigotosporangios, ¢) Cigotosporas
liberadas, d) Desarrollo de la cigotosporas en filamentos de conchocelis, temperatura de 15°C,
fotoperiodo largo 16L:80, densidad de fujo de fotones 40 umol fotones m?s™.

CRECIMIENTO DE LA FASE CONCHOCELIS

El intervalo de temperaturas en las que crecié conchocelis de Porphyra

hollenbergii fue amplio, entre 10-30°C bajo todos las densidades del fujo de
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fotones (10, 20, 40, 60 y 80 pmol fotones m? s™) y fotoperiodos (8L:160,
12L:120 y 16L:80), la especie crecié por arriba del 2 % area dia™ (Fig. 5.14).
Los mejores crecimientos que estuvieron por arriba de 5 % area dia’ se
obtuvieron se registraron a entre 15 y 20°C de temperatura, en todos
fotoperiodo y todas las densidades del fujo de fotones. Sin ambargo los mas
sobresalientes fueron a 20°C en fotoperiodo largo 16L:80, con una tasa de
crecimiento de 6.48 + 0.54 % area dia a 60 pymol photon quanta m™'s™y en
fotoperiodo neutro 12L:120, con una tasa de crecimiento de 6.43 £ 0.43 % area
dia” y una densidades de flujo de fotones de 40 umol photon quanta m? s™
respectivamente. Los menores crecimientos se registraron a 30°C, fotoperiodo
corto 8L:160, una densidad de flujo de fotones de entre 10-20 pmol fotones m
s” con una tasa de crecimiento de 2.24 + 0.18 % area dia”'. Durante este
experimento, ninguna condicion de las probadas fue letal para la fase
filamentosa conchocelis.

Los datos que se obtuvieron de este experimento fueron normales
(P=0.145) y homogéneos (P=1.000). El analisis ANDEVA de tres vias para la
tasa de crecimiento de conchocelis de P. hollenbergii, arrojo que solo la
temperatura presentd diferencias significativas (P <0.001), una densidad de
flujo de fotones (P > 0.05) y el fotoperiodo (P >0.05) no mostraron diferencias

significativas, asi mismo las interacciones entre los diferentes factores no fueron

significativos (P >0.05) (Tabla 5.1).
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Figura 5.14. Tasa de crecimiento de conchocelis de Porphyra hollenbergii bajo diferentes combinaciones de temperaturas (10, 15, 20, 25 y
30°C), fotoperiodos (8L:160 = Corto, 12L:120 = Neutro y 16L:80 = Largo) y densidad de flujo de fotones (10, 20, 40, 60 y 80 ymol fotones

m?s”, representadas con diferentes colores).
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Tabla 5.1. ANDEVA de tres vias para la tasa de crecimiento de la fase conchocelis de P.

hollenbergii.
F

Fuente de Variacién gl. S.C. C.M. F cri P S
Temperatura 4 50870 1.2720 148.83 2.37 <0.001 *
Densidad flujo fotones 4 0.0472 0.0118 1.3800 2.37 0.239 NS
Fotoperiodo 2 0.0380 0.0190 2.2230 3.00 0.109 NS
Temperatura x densidad Flujo
Fotones 16 0.1150 0.0072 0.8450 1.57 0.634 NS
Temperatura x Fotoperiodo 8 0.0763 0.0095 1.1170 194 0.35 NS
Densidad Flujo Fotones x
Fotoperiodo 8 0.0050 0.0006 0.0734 1.94 1 NS
Temp. x Densidad F Foton x
Fotoperiodo 32 0.0345 0.0011 0.1260 1.39 1 NS

* = significativo
NS = No significativo

La comparacién multiple Tukey arrojo que la temperatura de 15y 20°C

son diferentes entre ellas y diferentes de las otras temperaturas probadas (10,

25 y 30) (P<0.001), y entre las temperaturas de 10, 25 y 30°C no hay

diferencias (P=0.472 y P=0.972) (Tabla 5.11).

Tabla 5.1l. Comparacion multiple Tukey por factor temperatura, diferencias para el
crecimiento de la fase conchocelis.

Dif. de
Comparacion Medias p q P P<0.050
20 vs. 30°C 0.2250 5 28.2950 <0.001 *
20 vs. 10°C 0.2140 5 26.8550 <0.001 *
20 vs. 25°C 0.2070 5 25.9770 <0.001 *
20 vs. 15°C 0.1020 5 12.8570 <0.001 *
15 vs. 30°C 0.1230 5 15.4380 <0.001 *
15 vs. 10°C 0.1110 5 13.9980 <0.001 *
15 vs. 25°C 0.1040 5 13.1200 <0.001 *
25 vs. 30°C 0.0184 5 2.3180 0.472 NS
25vs. 10°C 0.0070 5 0.8780 0.972 NS
10 vs. 30°C 0.0115 5 1.4400 0.847 NS

o
= significativo
NS = No significativo
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as comparaciones Tukey para el crecimiento por factor densidad de flujo
de fotones y las interacciones entre ellas no muestran diferencias significativas
(P=1.000).

Las comparaciones multiples Tukey por fotoperiodo no presentan
diferencias significativas entre ellos (P=1.000).

Las comparaciones multiples Tukey para las interacciones entre los tres
factores probados (temperatura, fotoperiodo y densidad de flujo de fotones) no

mostraron diferencias significativas (P=1.000).

REPRODUCCION ASEXUAL DE LA FASE CONCHOCELIS POR ARQUESPORAS

Las arquésporas fueron esféricas, de color rojo y se detectd en ellas un
cloroplasto estelado (Fig. 5.15), se desarrollan en la parte lateral de las celulas
del filamento de conchocelis, forman un pedunculo pequefio (Fig. 5.16), su
diametro fluctué entre 30-45 pm, estas forman nuevos filamentos de

conchocelis de Porphyra hollenbergii.

Figura 5.15. Arquéspora libre de la fase conchocelis de P. hollenbergii. Temperatura 10°C,
Fotoperiodo neutro 12L:120, una densidad de flujo de fotones de 60 pmol fotones m?s™.
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Figura 5.16. Formacion de una arquéspora de la fase conchocelis de P. hollenbergii.
Temperatura 10°C, Fotoperiodo neutro 12L:120, una densidad de flujo de fotones de 60 umol
fotones m?s™.

En todas las condiciones probadas se observaron estructuras
reproductivas asexuales arquésporas de la fase filamentosa conchocelis, pero
fueron mas abundantes en temperaturas de 25 y 30°C, una densidad de flujo de
fotones de 10 y 20 pmol fotones m? s™', fotoperiodos largo 16L:80 y corto
8L:160. El mayor numero de arquésporas que se observo fue de 24.85 + 7.34
arquésporas mm? y fueron menos abundantes en 10°C, 15 y 20°C, una
densidad de flujo de fotones de 10 umol fotones m? s™, y fotoperiodos neutros
12L:120, con 2.47 + 2.64 arquésporas mm? (Fig. 5.17).

De acuerdo con el ANDEVA de tres vias para el numero de arquésporas
mm? de la fase conchocelis de Porphyra hollenbergii, la temperatura (P<0.001)
y fotoperiodo (P<0.001) presentan diferencias significativas y una densidad de
flujo de fotones (P>0.05) no presenta diferencias significativas (Tabla 5.111). Los

datos fueron normales (P=0.081) y homogéneos (P=1.000).
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Figura 5.17. NUumero de arquésporas mm? de la fase conchocelis de Porphyra hollenbergii bajo diferentes combinaciones de temperaturas
(10, 15, 20, 25 y 30°C representadas con diferentes colores), fotoperiodos (8L:160 = Corto, 12L:120 = Neutro y 16L:80 = Largo) y una
densidad de flujo de fotones (10, 20, 40, 60 y 80 umol fotones m?s™).
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Tabla 5.1Il. ANDEVA de tres vias para el nimero de arquésporas mm? de la fase

conchocelis de P. hollenbergii.

Fuente de

Variacion g. S.C. F F cri P Significancia
Temperatura 4  1158.396 289.599 33.601 261 <0.001 *

DFF 4 46.846  11.711 1.359 2.61 0.27 NS
Fotoperiodo 2 141.223  70.612  8.193 3.23 <0.001 *

*= Significativo
NS = No significativo

El analisis a posteriori de Tukey para el nimero de arquésporas mm™ de

la fase conchocelis de P. hollenbergii, arrojo que las temperaturas de 25y 30°C

muestran diferencias entre ellas (P<0.001), 30°C es diferente de 10, 15y 20°C

(P<0.001), 25°C es diferente de 15y 20°C (P=0.019 y P=0.091), entre las otras

interacciones de las temperaturas no hay diferencias significativas con respecto

al nimero de arquésporas mm? (P>0.05) (Tabla 5.1V).

Tabla 5.IV. Comparacién multiple Tukey por factor temperatura, diferencias para el
nimero de arquésporas mm™ de la fase conchocelis de P. hollenbergii.

Dif. de
Comparacion Medias p q P P<0.050
30 vs. 20 10.518 5 13.876 <0.001 *
30 vs. 15 10.210 5 13.47 <0.001 *
30vs. 10 9.478 5 12.503 <0.001 *
30vs. 25 6.671 5 8.801 <0.001 *
25vs. 20 3.847 5 5.075 0.009 *
25vs. 15 3.539 5 4669 0.019 *
25vs. 10 2.806 5 3.702 0.091 NS
10 vs. 20 1.041 5 1.373 0.866 NS
10 vs. 15 0.733 5 0.967 0.959 NS
15 vs. 20 0.308 5 0.406 0.998 NS

*= Significativo
NS = No Significativo
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El andlisis Tukey para el nimero de arquésporas mm™ de la fase
conchocelis sobre la densidad de flujo de fotones, no mostré diferencias
significativas en el nimero de arquesporas mm? (entre P>0.05).

La comparacién multiple Tukey para el nimero de arquésporas mm? de
la fase conchocelis para el factor fotoperiodo, mostré que el fotoperiodo largo
16L:80 es diferente significativamente del neutro 12L:120 (P=0.001) y del corto
8L:160 (P=0.049), y entre el fotoperiodo neutro 12L:120 y corto 8L:160 no hay

diferencias significativas (P=0.284) (Tabla 5.V).

Tabla 5.V. Comparacion multiple Tukey por factor fotoperiodo, diferencias para el
numero de arquésporas mm™ de la fase conchocelis.

Dif. de
Comparacién Medias q P P<0.050

p
Neutro vs. Largo 3.332 3 5.675 0.001 *

3

3

Neutro vs. Corto 1.284 2187 0.284 NS

Corto vs. Largo 2.048 3.489 0.049 *
* Significativo

NS = No significativo

(Largo = 16L:80, Neutro = 12L.:120 y Corto = 8L:160)

FORMACION DE CONCHOSPORANGIOS
Las ramas conchosporangiales se formaron en la parte lateral, en la
parte media y en el apice del filamento vegetativo de conchocelis. La morfologia
de las ramas conchosporangiales fue irregular y diferente dependiendo de la
temperatura. Entre 10-20°C, los filamentos no se ramificaron y las celulas
presentaron diferentes morfologias, rectangulares, cubicas o elipticas (Figs.
5.18 ay b). En temperaturas de 25 y 30°C los filamentos fueron mas robustos y

presentaron abundantes ramificaciones (Figs. 5.18 c y d).
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Figura 5.18. a) Conchosporangios sin ramificaciones, b) Conchosporangios sin ramificaciones,
ay b creciendo a 10 °C temperatura, fotoperiodo 16L:80, densidad de flujo de fotones 60 pmol
fotones m? s c) Conchosporangios ramificados, d) Conchosporangios ramificados, ¢ y d
creciendo a 25 °C temperatura, fotoperiodo 16L:80, una densidad de flujo de fotones 40 umol
fotones m?s™.

Las células inmaduras de los conchosporangios fueron de forma cubicas
a rectangulares, el largo de las celulas de los conchosporangios ramificados
fueron de 30-60 um, y el ancho de 25-50 um (Fig. 5.18 a). El largo de las
células inmaduras de las ramas conchosporangiales o conchosporangios no
ramificados en forma de filamentos fueron de 30-50 ym y el ancho de 25-40 ym
(Fig. 5.18 c). Los conchosporangios se presentaron a partir de la tercera

semana y llegaron a ser maduros después de la sexta semana. (Fig. 5.19).
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Figura 5.19. Conchosporangio maduro de 60 dias, temperatura 30°C, una densidad de flujo de
fotones de 20 pmol fotonessm™ +s™, fotoperiodo corto 8L:160.

Las mejores condiciones para la maduracion de los conchosporangios
fue a 30°C de temperatura, una densidad de flujo de fotones de 20 umol fotones
m2s™, fotoperiodo corto 8L:160 (Fig. 5.19).

Solo se detecto liberaciones de conchosporas después de 6 semanas en
temperaturas de 10°C, una densidad de flujo de fotones de 20 umol fotones m
s™ en fotoperiodo corto (8L:160), sin realizar ningiin cambio de fotoperiodo o

temperatura (Fig. 5.20).
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30 ym

Figura 5.20. Conchospora liberada 60 dias después de iniciado el experimento, temperatura
10°C, irradiancia 20 pumol fotonessm™ «s™, fotoperiodo 8L:160.

La mayor densidad de conchosporangios se observo a temperaturas de
25 y 30°C, densidades de flujo de fotones de 10 y 20 umol fotones m? sy
fotoperiodo corto 8L:160, con =79 + 0.093 conchosporangios mm™. La menor
concentracion de conchosporangios se observo en temperaturas de 15y 20°C,
en fotoperiodo neutro 12L:120 con una densidad de 0.05 + 4.63
conchosporangios mm™ (Fig. 5.21).

Los datos del nimero de conchosporangios mm™ fueron normales
(P=0.280) y homogéneos (P=1.000). EI ANDEVA de tres vias arrojo como
resultado que la temperatura (P<0.001) y fotoperiodo (P<0.001) presentaron
diferencias y densidad de flujo de fotones (P>0.05) no presentdé diferencias
significativas (Tabla 5.VI).

El analisis a posteriori de Tukey arrojé que las temperaturas de 10 y 20
no presentan diferencias significativas (P=0.083), todas las demas interacciones

fueron diferentes entre si (P<0.05) (Tabla 5.VII).
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Tabla 5.VI. ANDEVA de tres vias para el nimero de conchosporas mm™ de la fase

conchocelis de P. hollenbergii.

Fuente de variacion S.C. F cri P Significancia
Temperatura 11.466 2.867 144.399 2.61 <0.001 *
Densidad Flujo

Fotones 0.151 0.0378 1.904 2.61 0.134 NS
Fotoperiodo 1.454 36.614 3.23 <0.001 *

* = Significativo
NS = No significativo

Tabla 5.VIl. Comparacion multiple Tukey por factor temperatura, diferencias para el
numero de conchosporas mm™ de la fase conchocelis.

Dif. de
Comparacion Medias p q P P<0.050
30 vs. 15 1.091 5 29.978 <0.001 *
30 vs. 20 0.89 5 24.464 <0.001 *
30vs. 10 0.753 5 20.703 <0.001 *
30 vs. 25 0.359 5 9.878 <0.001 *
25vs. 15 0.731 5 20.101 <0.001 *
25vs. 20 0.531 5 14.587 <0.001 *
25vs. 10 0.394 5 10.825 <0.001 *
10 vs. 15 0.337 5 9.276 <0.001 *
10 vs. 20 0.137 5 3.761 0.083 NS
20 vs. 15 0.201 5 5.514 0.004 *

* = Significativo
NS = No significativo

El analisis Tukey sobre el factor densidad de flujo de fotones no presentd

diferencias significativas (P>0.05). La comparacion multiple Tukey Entre

fotoperiodos todos presentan diferencias significativas (P<0.05) (Tabla 5.VIII).

Tabla 5.VIIl. Comparacion multiple Tukey por factor fotoperiodo, diferencias para el
numero de conchosporas mm™ de la fase conchocelis.

Dif. de
Comparacion Medias P q P P<0.050
Corto vs. Neutro 0.34 3 12.076  <0.001 *
Corto vs. Largo 0.19 3 6.728 <0.001 *
Largo vs. Neutro 0.151 3 5.347 0.002 *

* = significativo

NS = No significativo (Largo = 16L:80, Neutro = 12L:120 y Corto = 8L:160)
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Figura 5.21. Numero de conchosporahgios mm? de la fase conchocelis de Porphyra hollenbergii bajo diferentes combinaciones de
temperaturas (10, 15, 20, 25 y 30°C, representadas con diferentes colores), fotoperiodos (8L:160 = Corto, 12L:120 = Neutro y 16L:80 =
Largo) y densidaes de flujo de fotones (10, 20, 40, 60 y 80 umol fotones m?s™).
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LiMITES DE TOLERANCIA TERMICA

La fase conchocelis de Porphyra hollenbergii toler6 temperaturas de
33°C y densidades de flujo de fotones 10 y 50 pmol fotones m? s™, en el
fotoperiodo largo 16L:80 corto 8L:160. A 31°C y 100 umol fotones m? s™ de
densidad de flujo de fotones, en todos los fotoperiodos conchocelis sobrevive
después de 6 semanas. Temperaturas de 35°C fueron letales a la primera
semana, en cualquier densidad de flujo de fotones ¢ fotoperiodo. Un densidad
de flujo de fotones de 150 umol fotones m? s, fue letal en todas las
condiciones después de tres semanas.

El mayor crecimiento (3.8% area dia™) se observé a temperaturas de
31°C, fotoperiodo neutro 12L:120, a densidades de flujo de fotones de 100 y
150 umol phontons m? s™. El menor crecimiento (0.58 % area dia™”) a 33°C,
una densidad de flujo de fotones de 10 pmol phontons m™? s™, fotoperiodo corto
8L:160 (Fig. 5.22).

Los datos de crecimiento a altas temperaturas no son normales
(P>0.050), pero si son homogeneos (P=1.000). EIl ANDEVA de tres vias arrojo

que la temperatura (P<0.001), la densidad de flujo de fotones (P<0.001) y el

fotoperiodo presentan diferencias significativas (P=0.015) (Tabla 5.1X).
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Figura 5.22. Tasa de crecimiento a altas temperaturas de conchocelis de Porphyra hollenbergii (31, 33, y 35°C), densidades de flujo de
fotones (10, 50, 100 y 150 ymol fotones m* s'1) y fotoperiodos L=Largo 16L:80, N=neutro 12L:120 y C=corto 8L:160.
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Tabla 5.IX. ANDEVA de tres vias para la tasa de crecimiento de la fase conchocelis de
P. hollenbergii, a altas temperaturas.

Fuente de Significancia
variacion g.l SC CM F F Cri P
Temperatura 2 19.750 9.875 278.948 3.23 <0.001 *
Densidad F *
Fotones 3 3.840 1.280 36.160 2.84 <0.001
Fotoperiodo 2 0433 0.217 6.117 3.23 0.015 *

* = Significativo
NS = No significativo

El analisis a posteriori multiple Tukey arrojo que la temperatura de 31°C
presenta diferencias significativas respecto de las temperaturas de 33 y 35°C
(P<0.001), mientras que estas ultimas (33 y 35°C) no muestran diferencias
entre ellas (P=0.806) (Tabla 5.X).

Tabla 5.X. Comparaciéon multiple Tukey por factor temperatura, diferencias para la tasa
de crecimiento de la fase conchocelis de P. hollenbergii, a altas temperaturas.

Dif. de
Comparacion Medias p q P P<0.050
31vs. 35 1.595 3 29.365 <0.001 *
31vs. 33 1.546 3 28.471 <0.001 *
33 vs. 35 0.0485 3 0894 0.806 NS

* R .
= significativo
NS = No significativo
La comparacién multiple Tukey sobre el factor densidad de flujo de
fotones arrojo que las diferencias principales se observan entre las densidades
de flujo de fotones de 150 pmol fotones m? s™ con respecto de las de 10, 50 y
100 pmol fotones m? s (P<0.001), 10, 50 y 100 pmol fotones m? s no

presentan diferencias significativas entre ellas (P=1.000) (Tabla 5.XI).
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Tabla 5.XI. Comparacion multiple Tukey por factor densidad el de flujo de fotones,
diferencias para la tasa de crecimiento de la fase conchocelis de P. hollenbergii, a altas
temperaturas.

Dif. de
Comparacién Medias p q P P<0.050

50 vs. 150 0.736 4 13.44 <0.001 *

50 vs. 10 0.123 4 1.963 0.53 NS
50 vs. 100 0.107 4 1.708 0.634 NS
100 vs. 150 0.843 4 13.44 <0.001 *
100 vs. 10 0.23 4 3.671 0.094 NS
10 vs. 150 0.613 4 9.769 <0.001 *

Los valores de la comparacion = pmol fotones m™ s™.
* R .
= Significativo
NS = No significativo
La comparacion multiple Tukey entre fotoperiodos arrojo diferencias
significativas (P=0.015.), entre el fotoperiodo largo (16L:80) y el corto (8L:160),
mientras que el neutro (12L:120) no muestra diferencias significativas con el

largo y el corto (Tabla 5.XII).

Tabla 5.XIl. Comparacion multiple Tukey por factor fotoperiodo, diferencias para la tasa
de crecimiento de la fase conchocelis de P. hollenbergii, a altas temperaturas.

Dif. de
Comparacion Medias p q P P<0.050
Largo vs. Corto 0.269 3 4.947 0.011 *
Largo vs.
Neutro 0.134 3 2743 0.228 NS
Neutro vs.
Corto 0.134 3 2.743 0.228 NS

*= Significativo
NS = No significativo
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RESUMEN DE LAS MEJORES CONDICIONES PARA EL CRECIMIENTO Y REPRODUCCION DE
LA FASE CONCHOCELIS DE PORPHYRA HOLLENBERGII.

La mejor condicion para la liberacion cigotosporas se detectd a los 15°C
de temperatura, densidad de flujo de fotones de 60 pmol fotones m? s y
fotoperiodo largo 16L:80 (Fig. 5.23 b). Estas germinaron abundantemente en
colonias de conchocelis a temperatura 20°C, densidad de flujo de fotones 60
umol fotones m? s y fotoperiodo largo 8L:160. Las arquésporas de la fase
filamentosa fueron abundantes a temperaturas de 30°C, densidad flujo de
fotones de flujo de fotones de 20 pmol fotones m? s™, fotoperiodos largo
16L:80, el mayor numero de arquésporas se detecté en 20°C, densidad de flujo
de fotones de de 40 pmol fotones m™? s™', fotoperiodos neutros 12L:120, (Fig.
5.23 e). La mayor presencia de conchosporangios y ramas conchosporangiales
maduras se detectd a temperaturas de 30°C, densidad de flujo de fotones de 20
umol fotones m? s™ y fotoperiodo corto 8L:160.(Figs. 5.23 f y g). Después de 6
semanas solo se detectd liberaracidon de conchosporas en temperaturas de
10°C, densidad de flujo de fotones de 20 umol fotones m?s™, fotoperiodo corto
8L:160 (Fig. 5.23 h). Conchocelis toler6 temperaturas de 33°C, densidad de

flujo de fotones de 50 pmol fotones m? s, fotoperiodo neutro 12L:120 y corto

8L:160; mientras que temperaturas de 234°C fueron letales (Tabla 5.XIII).
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Tabla 5.XIll. Resumen de las mejores condiciones para el crecimiento y reproduccion de la fase conchocelis de Porphyra
hollenbergii.

Densidad de flujo de

Fotoperiodo fotones Tiempo (dias)
Temperatura °C (umol fotones m?s™)
Liberaciéon de cigotosporangios 15 Largo 60 5
Crecimiento de conchocelis 20 Largo 60 63
Formacion de arquésporas 30 Largo 20 14
Formacion de conchosporangios 10-33 Todas Todas 22
Maduracién de conchosporangios 30 Corto 20 42
Liberacién de conchosporangios 10 Corto 20 52

Limite de tolerancia 33 Neutro 50 56
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/ Talo foliar

Figura 5.23. Esquema de la historia de vida de Porphyra hollenbergii.a) Talos foliares b) Cigotosporangio de 8 cigotosporas, c)
Cigotosporas liberadas, d) Desarrollo inicial de la cigotospora en conchocelis, e) Arquéspora de la fase filamentosa f)
Conchosporangio, g) Rama Conchosporangial y h) Conchospora.
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DiscuUsSION

La fase filamentosa de Porphyra hollenbergii presentd un desarrollo tipo
IV de acuerdo a la clasificacion de Notoya (1997), siendo este tipo de historia de
vida el caracteristico reportado para las especies dioicas del género (Notoya,
1997). En la fase filamentosa solo se encontraron arquésporas,
conchosporangios y ramas conchosporangiales, estructuras reproductivas
propias de Bangiales no se encontraron prototalos ni protoplastos (Cole y
Conway, 1980; Kornmann, 1994; Notoya, 1997). La fase foliar, no vista en
laboratorio, pero si colectada de varios sitios del GC, presentd cigotosporangios
y espermatangios, no se observo ninguna otra estructura reproductiva sexual o
asexual, como las reportadas para otras especies dioicas del género como son
arquésporas, esporas neutras y agamosporas (Kornmann, 1994; Notoya, 1997).

La temperatura y el fotoperiodo influyé en el crecimiento y generaciéon de
arquésporas, conchosporangios y ramas conchosporangiales en la fase
conchocelis de Porphyra hollenbergii (Tabla 5.1, 5.1l y 5.VI), lo que concuerda
con lo reportado en otras especies de Porphyra, la combinacién de ambas
variables induce a la generacion, maduracion y liberacidn de conchosporas
(Freshwater y Kapraun, 1986; Waaland et al. 1990; Notoya, 1997; Ruangchuary
Y Notoya, 2003; Pereira et al. 2004). Los resultados evidencian que la densidad
de flujo de fotones fue el factor que menos influyo sobre la fase conchocelis de
Porphyra hollenbergii (Tabla 5.1, 5.11l y 5.VI) (Waaland et al. 1987), mientras que

las bajas temperaturas (15 y 20°C) favorecieron el crecimiento.
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CRECIMIENTO

En general los filamentos conchocelis de Porphyra hollenbergii
presentaron crecimientos por arriba del 1% area dia™ en todas las condiciones
experimentales. No obstante, el mayor crecimiento de 6.48 + 0.54 % area dia™
se detectd a 20°C en fotoperiodo largo 16L:80 y 60 pmol photon m’s™;
crecimientos similares se reportan en Porphyra pseudolanceolata con 7.1%
area dia” en 100 umol photon m's"y a 15°C (Waaland et al. 1990; Tabla
5.XIV). El que los mejores crecimientos (25.0 % area dia™"), se detectaran en
temperaturas entre 15 y 20°C, independientemente del fotoperiodo o de la
densidad de flujo de fotones utilizados, evidencia que P. hollenbergii es una
planta con caracteristicas templadas. No obstante, la fase microscopica tolerd
temperaturas hasta de 33°C y densidades de flujo de fotones de 10 y 50 umol
fotones m? s, con fotoperiodo largo 16L:80. Todas las otras condiciones
iguales o superiores a 33°C (independientemente del fotoperiodo o densidad de
de flujo de fotones utilizada), fueron letales para la fase filamentosa.

Por las caracteristicas térmicas extremas del agua de mar del Golfo de
California, frias en invierno (13-14°C) y calientes en verano (30-33°C) (Blanco-
Betancourth et al. 2004); solo se localiz6 a la fase foliar de Porphyra hollenbergii
durante los periodos frios, lo que la hace (fase foliar) una especie estacional
estricta (diciembre-abril) de ambiente templado, lo cual concuerda con lo
reportado por Lépez-Vivas (2000). De esto se desprende la hipotesis de que la

fase filamentosa debe ser perenne, ya que soporté temperaturas entre los 10 y
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33°C, que son los limites reportados para la zona de distribucién (Blanco-
Betancourth et al. 2004) y ésta debe ser la estrategia de permanencia que
utiliza P. hollenbergii para sobrevivir a las condiciones extremas de temperatura
en verano que son comunes en el Golfo de California. Este comportamiento
estd de acuerdo con lo propuesto por Pacheco-Ruiz (1999), para especies de
macroalgas del Golfo de California, donde confirma que las algas sobreviven
por medio de estadios microscépicos resistentes a las altas temperaturas y a
densidades de flujo de fotones; es decir un “oversummering stages” o “estadio
resistente de verano”. Algo similar a lo que ocurre en zonas frias cuando la
temperatura del agua es muy baja, donde bajo tal condicion, las fases son
conocidas como “overwintering stages” o fase resistente de invierno (Hall y

Murray, 1998; Murray y Dixon 1992).



Tabla 5.XIV. Condiciones optimas para el crecimiento de especies dioicas de Porphyra.
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Densidades
flujo de
Especies de Tasa de fotones
Porphyra crecimiento (Hm‘:_:] _Ig*;‘_:"tO" Tem?%)atura Fotoperiodo Referencias
P. dentata 6 mm %@mete: ND 40, 10-25 20 14L:100,12L:120 Kim 1999; Sahoo et al. 2002
8L:160, 12L:120,
P. dioica 20% area dia™ 25-75 15-20 16L:80 Pereira et al. 2004
3 14L:100,
P. lacerata 4 mm diametro 40 15-25 10L:140 Notoya y Nagaura, 1998
P. linearis 200 mm? diametro 10-20 15-20 16L:80 Varela-Alvarez et al. 2004
P.
pseudolanceolata 7.1% area dia™ 100 15 ND Waaland et al. 1990
4.3 mm diémetro;
P. pseudolinearis 8.8% V dia™ 40, 160 20-7 14L:100, 8L:160 Kim 1999; Stekoll et al. 1999
P. hollenbergii 6.5% area dia™ 40-60 15-20 12L.:120 Este Trabajo
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ARQUESPORAS

Las arquésporas en la fase filamentosa conchocelis de Porphyra
hollenbergii se observaron bajo toda condicion probada del experimento. Tal
conducta garantiza que la fase filamentosa genere arquésporas durante todo el
afo, lo que aseguraria la permanencia de esta fase microscopica in situ en el
Golfo de California. Este comportamiento se reporta también en Porphyra
columbina Montagne y Porphyra miniata (C. Agardh) C. Agardh (Chen et al.
1970 y Avila et al. 1986), donde se sugiere que las arquésporas (monosporas) o
la propagacidon vegetativa garantizan que la fase filamentosa se mantenga
indefinidamente in situ o sea perenne (Tseng y Chang, 1956, Conway, 1966,
Chen et al.1970). En contraste, en otras especies de zonas templadas como
Porphyra leucosticta Thuret, P. miniata, Porphyra rosengurtii J. Coll & J. Cox y
Porphyra cuneiformes (Setchell & Hus) V. Krishnamurthy y de zonas tropicales
como P. vietnamensis, la presencia de arquésporas se restringe a solo algunas
condiciones o a un corto periodo en el tiempo (Krishnamurthy,1969, Chen et al.
1970, Kapraun y Luster, 1980, Orfanidis, 2001, Sahoo et al. 2006), por lo que
quizds su permanencia en esos periodos del afio en que no produce
arquésporas se deba solo al crecimiento vegetativo de los filamentos
conchocelis. Lo cual que es comun en filamentos de Porphyra dioica J. Brodie &
L.M. Irvine, Porphyra pulchella G.J Hollenberg y Porphyra suborbiculata
Kjellman, donde la reproduccién vegetativa por fragmentacion es la estrategia
de permanencia (Ackland et al. 2006; Freshwater y Kapraun, 1986; Holmes y

Brodie, 2004; Pereira et al. 2004). En P. hollenbergii no se observd
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fragmentacion de filamentos bajo condiciones controladas como un mecanismo
de reproducciéon. Sin embargo, la fragmentacibn como un mecanismo de
permanencia in situ reportado en otras algas rojas del Golfo de California como
Eucheuma uncinatum (Setch. et Gard.), Chondracanthus squarrulosus
(Dawson) Hughey, P.C. Silva & Hommersand y Gracilariopsis lemaneiformis
(Bory) Dawson (Zertuche-Gonzalez, 1988; Pacheco-Ruiz 1999; Pacheco-Ruiz y
Zertuche-Gonzalez 1999; Pacheco-Ruiz et al. 2005), por lo cual no se descarta
la posibilidad de que la fase filamentosa de P. hollenbergii pudiera utilizar la
fragmentacion como un mecanismo de permanencia.

En las algas rojas de areas templadas, la reproduccion asexual mediante
arquésporas es un factor ecolégicamente importante que contribuye a la
permanencia de las poblaciones naturales de la fase filamentosa, ya que las
esporas suelen ser mas resistentes a las condiciones adversas (Hall y Murray
1998; Murray y Dixon 1992), que las plantas foliares o filamentosas. Lo anterior
se demostré en el Golfo de California con Chondracanthus squarrulosus
Setchell & N.L. Gardner) J.R. Hughey, P.C. Silva & Hommersand, donde el 78%
de las poblaciones naturales de C. squarrulosus sobreviven a las condiciones
adversas del verano por medio de esporas (Pacheco-Ruiz et al. 2005) y solo el
22 por tejido vegetativo. El hecho de que P. hollenbergii genere arquésporas en
condiciones muy extremas (bajo condiciones controladas), similares a las
condiciones de verano del Golfo de California, evidencia que las arquésporas
son la estrategia de permanencia de la fase filamentosa de P. hollenbergii in

Situ.
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FORMACION DE CONCHOSPORANGIOS

En todas las condiciones probadas de la fase conchocelis de P.
hollenbergii se observaron ramas conchosporangiales y conchosporangios. Sin
embargo, la mayor concentracién de conchosporangios se detecté a 30°C en
fotoperiodo neutro 12L:120, con una densidad de flujo de fotones de 40 umol
fotones m?s”. El andlisis estadistico demostré que la temperatura y el
fotoperiodo fueron los inductores de estas estructuras. Lo anterior concuerda
con lo que se reporta para el género Porphyra en general (Notoya, 1997,
Holmes y Brodie, 2004).

En P. hollenbergii la maduracién de los conchosporangios se detecté en
temperaturas de 10-15°C, con densidades de flujo de fotones entre 20-40 uymol
fotones m™?s™". Por lo observado en otras especies, aparentemente no existe un
patron de maduracion y esta varia dependiendo de la especie y de las
condiciones ambientales en la que se localiza. De esta forma algunas especies
responden a intervalos cortos (P. abbottae, P. nereocystis, P. pseudolanceolata
y P. torta) y otras a intervalos amplios (P. viethamensis, P. lacerata, Waaland,
1990). Por ejemplo, los conchosporangios de P. viethamensis maduran entre
los 20 y 30°C (Lewmanomont y Chittpoolkusol, 1993 y Sahoo et al. 2006),
mientras que los conchosporangios de P. lacerata solo maduran a 30°C y
densidades de flujo de fotones de 7—10 pmol fotones m? s (Lewmanomont y
Chittpoolkusol, 1993; Notoya y Nagaura, 1999). Lo anterior permite concluir que
P. hollenbergii cae dentro de los que maduran en intervalos mas amplios (Tabla

5.XV).
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Tabla 5.XV. Condiciones éptimas para la formacion de conchosporangios de especies dioicas de Porphyra.

Densidades flujo

Especies de de fotones Temperatura  pq45heriodo Tiempo (dias) Referencias
POI’p hyra (pmol phonton m?s™) (oc)
9L:15D, 14L-
P. angusta 20-80 27-29 10D 14 Chiang y Wang 1980
14L:10D &
P. dentata 10-80 10-30, 10-25 11%_-:11‘;% 42, 14 Kim 1999; Sahoo et al. 2002
P. dioica 25-75 5-20,10-15 10U 00 BU1D 2142, 35-50  tiomes y o 2006;perira et . 2005
14L:10D &
P. koreana 10-80 15-25 10L:14D 14 Kim y Notoya 2001
14L:10D &
P. lacerata 40 25 10L:14D 35 Notoya y Nagaura 1998
P. linearis 5-40 15-20 16L:8D 30 Varela-Alvarez et al. 2004
P. 12L:12D &
pseudolanceolata 35-40 6-10 14L:10D 14-21, 30-40 Waaland et al. 1990
P. pseudolinearis 10-80 10-25 14L:10D 49 Kim 1999; Park et al. 2003
P. hollenbergii 20-40 10 8L:16D 40-50 This Work
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Los conchosporangios de P. hollenbergii liberaron conchosporas sin
inducir por cambios de condiciones ambientales, sin embargo esta fue baja.
Esta solo se presentd después de 6 semanas en temperaturas de 10°C,
densidad de flujo de fotones de 20 pmol fotones m? s en fotoperiodo corto
(8L:160). Se realizaron tres disefios experimentales y no se logré inducir a la
liberacion de conchosporas después de 3 meses de cada experimento. En la
especies tropicales P. viethamensis la liberacion de conchosporas se también
se detecté como en P. hollenbergii, sin someter a los conchosporangios a
cambios bruscos de temperatura y fotoperiodo, estrategias que suele utilizarse
comunmente para liberar conchosporas en forma masiva (Waaland y Dickson
1983; Avila et al. 1986; Freshwater y Kapraun 1986; Stekoll et al. 1999;
Waaland et al. 1990; Siderelli-Wolf 1992; Notoya y Nagaura 1998; Kim 1999;
Orfanidis 2001 Sahoo et al. 2002; Ruangchuary y Notoya, 2003; Pereira et al.
2004; Sahoo et al. 2006).

In situ la fase foliar de P. hollenbergii aparece cuando se presenta un
cambio en las condiciones ambientales, el que se presenta entre el otofio e
inverno y envuelve una reduccion de temperatura (25 a 13°C) y fotoperiodo
(12:12 a 8L:160) (Fig.5.24). Esto concuerda con lo argumentado por muchas
investigaciones, para la liberacion de conchosporas se requiere cambio hacia
condiciones inferiores de temperatura y fotoperiodo (Waaland y Dickson 1983;
Avila et al. 1986; Freshwater y Kapraun 1986; Stekoll et al. 1999; Waaland et al.
1990; Siderelli-Wolf 1992; Notoya y Nagaura 1998; Kim 1999; Orfanidis 2001

Sahoo et al. 2002; Ruangchuary y Notoya, 2003; Pereira et al. 2004; Sahoo et
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al. 2006). Tal como se reporta en P. rosengurtii (Kapraun y Luster 1980), P.
columbina (Avila et al. 1986), Porphyra abbottae (Hannach y Waaland 1989),
Porphyra vietnamensis, Lewmanomont y Chittpoolkusol (1993), P. leucosticta
(Gargiulo et al. 1994; Orfanidis 2001), Porphyra lacerata (Notoya y Nagaura
1999), Porphyra moriensis (Notoya y Miyashita 1999), P. linearis (Katz et al.

2000) P. dioica (Pereira et al. 2004) (Tabla 5.XVI).
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e 244 e S
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F 14
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Figura 5.24. Ocurrencia estacional y reproductiva de la fase foliar e hipotética de la fase
filamentosa de Porphyra hollenbergii. Promedio anual de la temperatura y el fotoperiodo de
Puerto Escondido B.C.S., adyacente a Bahia Agua Verde Localidad tipo de la especie. Linea
Negra Liberacion de los conchosporangios. Linea verde Reproduccion de la fase foliar in situ.
Linea Azul Conchosporangios maduros a altas temperaturas. Linea Morada Fase foliar
estacional in situ. Linea Roja Fase conchocelis Perene, su reproduccion por arquesporas todo
el afio.

(TSM. Abril 2007-Marzo 2008 Modificados NASA 2007-2008 y Boletin de TSM-UNAM-
Colegio de Geografia, Facultad de Filosofia y Letras).



Tabla 5.XVI. Condiciones para la liberacion de conchosporas de especies didicas de Porphyra.
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Densidad de
Flujo de
Especies Fotones Temperatura  Fotoperiodo  Tiempo (dias) Referencias
(umol phonton m?s™) (°C)

12L:120,

P. dentata * 10-80 20a 15 10L:140 14 kim 1999; Sahoo et al. 2002
14L:100,

P. lacerata * 40 25 a 10-15-20 10L:140 7-14 Notoya y Nagaura, 1998

P. linearis * 20 20 16L:80 40-50 Varela-Alvarez et al. 2004

P.

pseudolanceolata 12L:120,

* 30-40 6-10 14L:100 14-21, 30-40  waaland et al. 1990

P. pseudolinearis * 10-80 20a 15 10L:140 14 Kim 1999

P. hoIIenbergii * 20 10 8L:160 52 Este Trabajo
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Las temperaturas superficiales (entre 1 y 6 m) registradas en el golfo de
California, oscilan entre 11°C en el invierno y 32°C en el verano (Alvarez-
Borrego., 1983, Blanco-Betancourt et al. 2004, Martinez-Diaz de Leon et al.
2006). En los experimentos realizados bajo condiciones controladas, la
temperatura fue el factor que mas influyo en el crecimiento, generacion de
arquésporas, desarrollo de ramas conchosporangiales y conchosporangios.
La fase foliar o gametofita de P. hollenbergii es estacional (Diciembre-Junio) y
no tolera temperaturas mayores de 25°C (Lopez-Vivas, 2000); por esto motivo
la fase foliar solo se detecta desde diciembre (invierno) a junio (primavera)
(Figs. 5.25 a y b). El incremento en la temperatura en el GC se evidencia por la
entrada de la corriente ecuatorial que va de sur a norte y que entra por la boca
del Golfo y se desplaza hacia la region de las grandes lIslas, genera en
primavera un gradiente superior a los dos grados centigrados entre una y otra
zona (24 a 25°C del paralelo 28°N hacia el sur Vs 19 a 22°C; Fig. 5.25 b), este
patron hace que se genere la hipdtesis de que la fase foliar deberia
desaparecer en forma mas temprana en la region sur (los Cabos y la Paz),
mientras que en la region norte del GC (Zona de las Grandes Islas). Si la
hipotesis es correcta, la fase foliar o gametofita de P. hollenbergii localizada en
el archipiélago de San Luis (Isla San Luis), deberia ser de las ultimas en

desaparecer en el GC.
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Figura 5.25.Temperaturas estacionales y distribucion geografica de P. hollenbergii en el Golfo
de California (7 y 8) y otras especies de Porphyra a) invierno (21 Dic.-Mar.) b) primavera (21
Mar.-Jun.) c) verano (21 Jun.-Sep.) d) otofio (21 Sep.-Dic.) (Modificados NASA 2007).
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Por otra parte, los resultados de esta investigacion demuestran que la

fase filamentosa conchocelis de P. hollenbergii toler6 intervalos de temperatura
entre 10 y 33°C. Esta evidencia, y un andlisis del comportamiento de la
temperatura superficial por satélite en el GC (Figs. 5.25 a, b, c y d), da la
certidumbre de que la fase filamentosa tolerante a las altas temperaturas (30°C)
que son comunes en verano (Fig. 5.25 c). Su resistencia hace a la fase
filamentosa conchocelis una planta perenne y evidentemente es la estrategia de
permananecia que utiliza P. hollenbergii para subsistir en este ambiente hostil
(30°C), que se presenta en verano en el GC. Y que durante temperaturas
extremas (>30°C), que pudieran presentarse en ciertas zonas del Golfo o
durante los eventos El Nifio (ENSSO), la fase filamentosa logra sobrevivir
transformandose completamente en una rama conchosporangial o

conchosporangios, pasando de esta manera los periodos extremos.

TOLERANCIA TERMICA
La fase conchocelis de Porphyra hollenbergii inhibié su crecimiento a

partir de los 31°C, 10, 50 y 100 pmol fotones m? s™

, en todo fotoperiodo
probado, pero sobrevivid hasta los 33°C. En la densidad de flujo de fotones
arriba de 150 umol fotones m? s™', temperaturas por arriba de 34°C y en los tres
fotoperiodos la fase filamentosa perecid. Similar comportamiento se ha
observado en P. lacerata, con inhibicién del crecimiento a 30°C, llegando a
ocurrir su muerte en fotoperiodos largos (Notoya y Nagaura, 1998), lo mismo se

reporta para P. dentata con inhibicion de crecimiento a 30°C (Kim 1999). Un

patrén similar, se reporta en P. linearis, donde temperaturas superiores a 25°C
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inhiben su crecimiento (Katz et al. 2000; Varela-Alvarez et al. 2004; Israel et al.

1999).

El limite de tolerancia térmica de la fase filamentosa conchocelis de
Porphyra hollenbergii fue de 33°C de temperatura, densidades de flujo de
fotones de 10 y 50 pmol fotones m™? s, fotoperiodos corto 8L:160 y neutro
12L:120. Temperaturas superiores a 234°C fueron letales para la fase
filamentosa conchocelis en todas las condiciones durante la primera y segunda
semana del experimento.

Muchas especies de Porphyra tienen limites de tolerancia térmica similares a P.
hollenbergii. Por ejemplo P. lacerata 35°C (Notoya y Nagaura, 1999). P.
suborbiculata muere a los 32°C (lwasaki y Sasaki, 1972). Porphyra tenera
Kjellman 32°C (Hwang et al. 1997). Asi como Porphyra yezoensis Ueda (Hwang
et al. 1997), P. moriensis (Notoya y Miyashita 1999), P. Koreana (Kim y Notoya
2001), que mueren a 30°C. Sin embargo, de las especies dioicas la fase
filamentosa de P. hollenbergii, es la mas tolerante a altas temperaturas <33°C

por 8 semanas (Tabla 5.XVII).

Tabla 5.XVII. Limites de temperaturas letales de especies dioicas de Porphyra.

Especies Temperatura °C Referencias
P. dentata >30 Kim 1999
Notoya y Nagaura 1998; Notoyay
P. lacerata 30 Nagaura 1999
P. pseudolanceolata >18 Waaland et al. 1990
P. pseudolinearis 30 Kim 1999

P. hollenbergii 33 Este Trabajo
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CONCLUSIONES

La distribucion de Porphyra hollenbergii queda restringida a la region
central del Golfo de California, entre Punta Chivato y Bahia Agua Verde,
B.C.S., siendo una especie continental y endémica de la Peninsula de
B.C.S.

Porphyra pendula queda restringida a la region Norte del Golfo de
California y es principalmente islefia ya que no se le ubico en ninguna
localidad sobre el continente o sobre la peninsula. Pertecene al grupo de
islas: Isla Partida, B.C., Isla Patos, Isla El Choyero, Isla San Pedro Martir
e Isla San Pedro Nolasco, Son.

Se tiene registro de cuando menos 3 nuevas especies dioicas y
endémicas dentro del Golfo de California y todas ellas en la region sur.
Nueve haplotipos se registraron de los dos locis analisados.

La historia de vida de Porphyra hollenbergii se considera del “tipo IV”,
con una fase foliar haploide, gametofita, macroscopica y una fase
diploide filamentosa microscopica conchocelis.

No se detectd reproduccion asexual en la fase foliar, como arquésporas,
agamosporas o endosporas. La reproduccién sexual fue por gametos
sexuales, espermatangios y cigotosporangios tipicos de Bangiales.

Las mejores condiciones para el desarrollo y liberacion de
cigotosporangios fue a 15°C, fotoperiodo largo 16L:80, y una densidad

de flujo de fotones de 60 pmol fotones m?s™.



136
El mejor crecimiento de la fase conchocelis fue a los 20°C de
temperatura, y una densidad de flujo de fotones de 60 umol fotones m™
s, fotoperiodo largo 16L:80.
Se detectaron solo dos tipos de estructuras reproductivas en la fase
conchocelis de Porphyra hollenbergii, arquésporas, y conchosporangios.
Las condiciones Optimas para la generacion de arquesporas en la fase
filamentosa conchoocelis fue de 30°C temperatura, fotoperiodo

largo16L:80, y una densidad de flujo de fotones de 20 pmol fotones m™

s

Las condiciones 6ptimas para el desarrollo de conchosporangios fue a
temperaturas de 30°C, fotoperiodo corto 8L:160, y una densidad de flujo
de fotones de 20 pmol fotones m? s™.

La unica condicion en la que se detecto liberacién de conchosporas en la
fase filamentosa fue a 10°C, fotoperiodo corto 8L:160, y una densidad
de flujo de fotones de 20 umol fotones m?s™.

El limite de tolerancia térmica de la fase conchocelis de P. hollenbergii
fue a los 33°C, y una densidad de flujo de fotones de 10-50, fotoperiodos
neutro 12L:120 y corto 8L:160.

Los factores abidticos que mas influyeron en el desarrollo, crecimiento,

generacion de estructuras reproductivas (arquésporas y

conchosporangios) fue la temperatura y el fotoperiodo.
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