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RESUMEN

El desarrollo de técnicas moleculares como complemento de los estudios taxondmicos
en algas ha permitido mejorar la clasificacion de las especies y nuestro entendimiento
de las relaciones filogenéticas entre los diferentes grupos de algas. Estudios
taxondmicos y filogenéticos, utilizando secuencias codigo de barras de ADN de
Rhodymenia (Rhodymeniaceae) de diferentes partes del mundo, como Australia,
Canada, Estados Unidos, Japon, Sudafrica, Chile y Per( han revelado la presencia de
especies cripticas en el género. Material morfoldgicamente asignado al género
Rhodymenia, colectado en la costa central del Perl, fue analizado morfolégica y
molecularmente, generandose 25 secuencias del marcador cloroplastidial rbcL. La
aplicacion de analisis filogenéticos, modelos de delimitacion de especies y el analisis
morfologico de muestras de herbarios nacionales e internacionales, permiti6 diferenciar
cinco especies para la costa central peruana. Tres de ellas atribuidas a las especies
anteriormente registradas R. skottsbergii, R. flabellifolia y R. corallina, incluyendo en la
ultima a los especimenes morfoldgicamente identificados como R. howeana y R.
multidigitata. También se diferenciaron dos especies referidas en este manuscrito como
R. corallina 2 y como Rhodymenia sp., esta ultima incluye los especimenes inicialmente
identificados como R. californica. Analisis morfolégicos y moleculares mas profundos,
complementados con el uso de otros marcadores moleculares, son necesarios para

confirmar la identificacion de estas especies.

Palabras clave: Rhodymeniaceae, técnicas moleculares, costa central peruana, rbcL
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ABSTRACT

The development of molecular techniques as a complement of taxonomic studies in
algae, has allowed to improve species classification and our understanding of
phylogenetic relationships within the different groups of algae. Taxonomic and
phylogenetic studies using DNA barcode secquences in Rhodymenia (Rhodymeniaceae)
from different places around the world, as Australia, Canada, USA, Japan, South Africa,
Chile and Peru, they have revealed the variety of cryptic species in the genus. Material
morphologically assigned to Rhodymenia genus, which has been collected in the central
coast of Peru, it was morphologically and molecularly analized, for what it has been
generated 25 rbcL secuences. The use of phylogenetic analysis, application of species
delimitation models, and the morphological analysis of national and international
herbariums samples, allowed to differentiate five species in the Peruvian central coast.
Three of them were attributed to the previous recognized species R. skottsbergii, R.
flabellifolia and R. corallina, in the last one were included sequences of samples
morphologically identified as R. howeana and R. multidigitata. Two other species were
also identified in this manuscript as R. corallina 2 and as Rhodymenia sp., the last one
includes the specimens initially identified as R. californica. Deeper morphological and
molecular analyzes, complementing the use of other molecular markers, are necessary

to confirm the identification of these species.

Key words: Rhodymeniaceae, molecular techniques, Peruvian central coast, rbcL.
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I. INTRODUCCION

Durante afios, el conocimiento taxondmico acerca de macroalgas se ha basado en el
analisis y comparacion de sus caracteristicas morfoldgicas, lo cual supuso una serie de
desafios para los taxénomos en la identificacion de individuos incompletos, sin la
presencia de estructuras reproductivas informativas, especies con formas distintas durante
su ciclo de vida (heteromdrfico), especies distintas que han adoptado formas similares
(convergencia evolutiva), o especies que presentan variabilidad de formas debido a los
factores de su entorno (plasticidad fenotipica) (Saunders, 2005; Cianciola et al., 2010).

Los trabajos de determinacion de macroalgas, basados en morfologia, realizados en Peru
entre los afos 1914 y 1973 (Howe, 1914; Dawson et al., 1964; Acleto, 1973), representan
los documentos méas importantes para la identificacién de algas en el pais. Esfuerzos
posteriores por ampliar el conocimiento en algas rojas fueron dirigidos a grupos
especificos, como Porphyra y Chondracanthus chamissoi (Acleto & Endo, 1977; Acleto,
1980), ambas, especies de macroalgas rojas de conocida importancia comercial.

Las macroalgas rojas presentan especies que tienen un uso directo en alimentacion, o para
la extraccion de compuestos como agar y carragenanos (Craigie, 1990; Lim et al., 2017), y
cuyo estudio taxonémico se ha visto reforzado con el uso de técnicas moleculares que han
permitido resolver las relaciones filogenéticas entre grupos cripticos a distintos niveles
taxondmicos (Freshwater et al,. 1994; Saunders & Hommersand, 2004). Por lo tanto, se ha
desarrollado una clasificacion mas objetiva, que utiliza las diferencias en las secuencias
génicas para separar grupos que seran identificados y asignados a una especie de acuerdo a
sus caracteristicas morfoldgicas (Saunders, 2005; Cianciola etal., 2010; Saunders &
McDonald, 2010). En Peru, el uso de marcadores moleculares en estudios taxonomicos de
distintas especies de algas rojas presentes en las costas del pais ha permitido resolver la
identidad de estas especies y revisar la sistematica dentro de grupos de algas como en las
familias Gracilariaceae (Gurgel et al., 2003; Gurgel & Fredericq, 2004), Halymeniaceae
(Calderon et al., 2014a; 2014b), Kallymeniaceae (Arakaki et al., 2011), Phyllophoraceae
(Calderon & Boo, 2016a; 2016b), Rhodomelaceae (Bustamante et al., 2012; Bustamante et
al., 2013; Bustamante et al., 2016; Diaz-Tapia et al., 2017) y Scinaiaceae (Lindstrom et al.,



2015). Una de las técnicas moleculares utilizadas en la identificacion de especies es el
llamado “codigo de barras de ADN” o DNA barcode, propuesto por Hebert et al. (2003),
que sugiere utilizar la region del extremo 5° del gen mitocondrial de la enzima citocromo
oxidasa | (COI-5P) como marcador estandar para la identificacion de especies animales.
En las macroalgas rojas, los marcadores rbcL (gen cloroplastidial de la subunidad mayor
de la enzima ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa/oxigenasa), UPA (gen plastidial 23S
ADNIr), y COI-5P han resultado ser Utiles para los analisis de codigo de barras de ADN
(Saunders & Moore, 2013).

Rhodymenia es el género tipo de la familia Rhodymeniaceae (Rhodophyta) y el que cuenta
con el mayor nimero de especies dentro de la familia, 70 aceptadas taxonémicamente
(Guiry & Guiry, 2021). La clasificacién de este grupo se ha basado en caracteres
reproductivos, con especial énfasis en las caracteristicas tetrasporangiales, el tipo de
ramificacion del estipe y la presencia de estolones (Dawson, 1941; Filloramo & Saunders,
2016b). Bajo estos criterios, histéricamente se han registrado 10 especies de Rhodymenia
en la Costa Temperada del Pacifico de Sudamérica, que abarca Chile y Per(, con siete
registros en Per(: R. californica Kylin, R. corallina (Bory) Greville, R. flabellifolia (Bory)
Montagne, R. howeana E. Y. Dawson, R. skottsbergii E. Y. Dawson y R. multidigitata E.
Y. Dawson, Acleto & Foldvik (especie endémica de nuestro pais) y R. peruviana J. Agardh
(Ramirez & Santelices, 1991; Dawson, 1941).

A nivel mundial, se han analizado ejemplares de Rhodymenia para estudios de filogenia y
biogeografia de algas rojas (Freshwater et al., 1994; Hommersand & Fredericq, 2003). En
Australia, estudios taxondémicos con aplicacién de técnicas moleculares, analisis
filogenéticos y de codigo de barras de ADN, permitieron diferenciar 12 especies de
Rhodymenia, en un area de estudio donde ocho especies habian sido registradas
incialmente utilizando criterios morfol6gicos de identificacion. Algunas de las especies
iniciales fueron confirmadas y otras fueron trasladadas a otros géneros, también se trasladd
Epymenia wilsonis a Rhodymenia y se describieron nuevas especies para la ciencia
(Saunders & McDonald, 2010; Filloramo & Saunders, 2016b). En Canada, Filloramo &
Saunders (2018) resolvieron la identidad de cuatro especies de Rhodymenia, que por afos
fueron reconocidas como dos. Ninguno de estos estudios incluy6 ejemplares colectados en
la costa peruana, pero si se incluyeron especies reportadas para Pert como R. corallina y

R. skottsbergii, considerandose ejemplares colectados en Chile (donde se encuentra su



localidad tipo: Concepcion), y R. californica con ejemplares de California, Estados
Unidos.

Recientemente, el trabajo realizado por Calderon et al. (2020) ha sido el primero en incluir
muestras de Rhodymenia colectadas en Peru, como parte de un estudio filogenético de las
secuencias de rbcL de distintos grupos de algas rojas del pais, revelando la presencia de
tres taxones genéticamente distintos: R. corallina, R. flabellifolia y R. skottsbergii. En base
a estos resultados, Calderon et al. (2020) sugieren que los reportes de R. howeana y R.
multidigitata para Peru en realidad pertenecen a R. corallina, abriendo las posibilidades a
nuevos estudios que ayuden a esclarecer la distribucion de Rhodymenia en la costa de

Sudamérica.

La aplicacion de técnicas moleculares en estudios taxondémicos de Rhodymenia ha
demostrado ser util en la diferenciacion de especies, cuya apariencia resulta similar debido
a la convergencia evolutiva y genera la subestimacion de la diversidad de especies
(Saunders & McDonald, 2010; Filloramo & Saunders, 2016b; Filloramo & Saunders,
2018). Los resultados de Calderon et al. (2020) presentan el caso contrario, donde los
resultados indican que existe una sobreestimacion de la diversidad, debido a la plasticidad

fenotipica de la especie R. corallina.

En este contexto, la presente investigacion tiene como objetivo realizar una revision del
género Rhodymenia de la costa central del Perl mediante el analisis morfologico y el uso
de la herramienta molecular del codigo de barras de ADN, utilizando secuencias del gen
rbcL. La resolucion de taxones genéticamente distintos (especies putativas) de
Rhodymenia de la costa central, asi como la descripcién y comparacién de las
caracteristicas morfologicas externas e internas de dichos taxones generara informacion

disponible acerca de las especies de Rhodymenia en Perd.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1.  GENERO Rhodymenia

El género Rhodymenia fue establecido por Greville en 1830 con el nombre de Rhodomenia
e ilustrado con dibujos de Rhodomenia palmetta, actualmente Rhodymenia pseudopalmata
(J.V. Lamouroux) P.C. Silva, 1952, la cual fue considerada como especie tipo al no
haberse indicado ninguna en la descripcion original del género (Dawson, 1941; Guiry,
1977). En 1852, J. Agardh cambid la ortografia del nombre del género a Rhodymenia

siguiendo la sugerencia de Montagne en 1839.

Historicamente, los aportes de J. Agardh (1852; 1876) y Dawson (1941) han basado la
clasificacion de las especies de Rhodymenia en sus caracteristicas tetrasporangiales, el tipo
de ramificacion del estipite, la ocurrencia de estolones y en su distribucion geogréafica (J.
Agardh, 1852; Dawson, 1941; Guiry, 1977; Filloramo & Saunders, 2016b). Actualmente,
Rhodymenia es el género tipo y el méas numeroso de la familia Rhodymeniaceae
(Rhodophyta) con 70 especies taxondmicamente aceptadas, segun el registro de AlgaeBase
(Guiry & Guiry, 2021).

2.1.1. MORFOLOGIA Y CICLO DE VIDA

El género Rhodymenia se caracteriza por poseer un talo erecto o postrado, que se desarrolla
a partir de un disco de fijacion o estolones rizoidales. Puede desarrollar estipite(s) con
forma cilindrica (terete) o ligeramente aplanada, ramificacion monopodial o simpodial, con
frondas aplanadas de coloracion rojo brillante o violaceo, ligeramente cartilaginosas y de
division dicotomica. La forma externa puede ser palmada, irregularmente dividida o
lobulada, y desarrollar proliferaciones apicales o marginales. Internamente, presenta una
construccién multiaxial (talo constituido por filamentos medulares que crecen a partir de
maultiples células apicales), con una médula compacta, pseudoparenquimatosa de (2)4-
13(20) capas de células largas y hialinas, axialmente elongadas; y células pigmentadas,
pequefias y axialmente elongadas, diferenciadas en pequefios filamentos de dos a cinco



capas que forman la corteza (Dawson, 1941; Guiry, 1977; Hawkes & Scagel, 1986; Guiry
& Guiry, 2021).

Como es comun entre los miembros de la clase Florideophyceae, el género Rhodymenia
presenta un ciclo de vida trifasico con alternancia de generaciones entre la fase haploide
(gametofito) y las fases diploides (tetrasporofito y carposporofito) (Guiry, 1977; Dawes,
2016; Filloramo, 2016). Los individuos gametofiticos son femeninos o masculinos
(dioicos) y presentan una apariencia similar al tetrasporofito (isomdrficos), ademas, ambas
son fases de vida libre; a diferencia del carposporofito, que se desarrolla directamente
sobre el gametofito femenino (parasito) (Guiry, 1977; Dawes, 2016; Filloramo, 2016).

Los gametos masculinos o espermacios se producen en los espermatangios, los cuales se
forman a partir de células madre de la corteza externa, y se encuentran agregados en soros
subapicales o extendidos en parches irregulares sobre toda la lamina (Guiry, 1977; Hawkes
& Scagel, 1986; Filloramo, 2016). Los procarpos se forman en las partes jovenes del talo
del gametofito femenino. El procarpo esta conformado por una célula soporte de la que
emergen la rama de la célula auxiliar, con dos células, y la rama carpogonial, con tres a
cuatro células cuya celula terminal es el carpogonio (gameto femenino) (Guiry, 1977;
Hawkes & Scagel, 1986; Filloramo, 2016).

Después de la singamia (fusién de gametos) el nucleo diploide es transferido a la célula
auxiliar, a partir de la cual se desarrollara el carposporofito (fase diploide y parasita), que
genera el carposporangio (Filloramo, 2016). El carposporofito se encuentra rodeado por un
tejido protector del gametofito llamado pericarpo, juntos conforman el cistocarpo. Los
cistocarpos se disponen en la zona apical o a lo largo de la fronda, son semiesféricos,
sobresalientes y presentan un ostiolo central, por el cual se liberan las carposporas, que al
asentarse daran lugar al tetrasporofito (Guiry, 1977; Hawkes & Scagel, 1986; Filloramo,
2016).

En el tetrasporofito se desarrollan los tetrasporangios, dispersos en la fronda o agregados
en soros en la zona subapical. Los tetrasporangios se forman directamente a partir de las
celulas corticales, intercalados con filamentos estériles de dos a tres células. Cada
tetrasporangio se divide por meiosis, con un patron de division cruciada, formando cuatro

tetrasporas, que son liberadas en la columna de agua y que al establecerse sobre una



superficie generan los gametofitos, cerrando asi el ciclo (Hawkes & Scagel 1986;
Filloramo, 2016).

2.1.2. ESPECIES DE Rhodymenia EN PERU

Siete especies de Rhodymenia han sido registradas en Peru: R. corallina, R. flabellifolia, R.
californica, R. howeana, R. skottsbergii, R. multidigitata y R. peruviana (Ramirez &
Santelices, 1991; Calderdn et al., 2020; Guiry & Guiry, 2021). Seis de estas especies
presentan registros en la costa central del Per( (Ica, Lima, Ancash) (Tabla 1), mientras que

R. peruviana solo ha sido registrada en la costa sur del Per( (J. Agardh, 1852).

En su libro The marine algae of Peru, Howe (1914) se refiere a R. peruviana, en base a
una fotografia del espécimen original, como “una planta del habito general de R. palmata”,
actualmente R. palmata es sindbnimo de Palmaria palmata (Linnaeus) F. Weber & D. Mohr
(Guiry & Guiry, 2021). Ademas, Howe (1914) sefiala la posibilidad de que esta especie
haya sido colectada fuera de los limites actuales de Per, lo cual parece confirmarse ante la
ausencia de reportes posteriores de R. peruviana.

Rhodymenia corallina (antes Sphaerococcus corallina Bory) y R. flabellifolia (antes
Sphaerococcus flabellifolius Bory) fueron reportadas para Peri como pertenecientes al
género Sphaerococcus (Bory de Saint-Vincent, 1828; Ramirez & Santelices, 1991).
Greville (1830) trasladé S. corallina a Rhodymenia corallina, especie de apariencia larga y
erecta, con un estipe, que crece a partir de un disco de fijacion con presencia de estolones,
también presenta ramificacion simpodial, laminas dicotomicamente divididas y soros
tetrasporangiales redondeados y apicales (Tabla 2) (Dawson, 1941; Dawson et al., 1964;
Guiry, 1977; Ramirez & Santelices, 1991). Rhodymenia flabellifolia fue trasladada de S.
flabellifolius por Montagne en 1846 (Ramirez & Santelices, 1991). Esta especie se
caracteriza por su forma arbustiva, con ramificaciones estipadas, usualmente abundantes,
erectas y de forma cilindrica que nacen a partir de estolones, cada una ramificada de forma
simpodial y ldaminas sésiles que se expanden de forma flabelar, y no muestra una estructura

amplexicaule (Tabla 2) (Dawson, 1941; Dawson et al., 1964).

Rhodymenia californica fue descrita por Kylin en 1931 con material colectado en EE. UU.
(Monterrey, California) y es considerada una especie comun y variable a lo largo de la
costa de California (Dawson, 1941; Ramirez & Santelices, 1991; Guiry & Guiry, 2021). En



1964, Dawson et al. ampliaron su registro para Per( en base a material colectado en
Pucusana (Lima, Per0). Esta especie se caracteriza por presentar un tamafio pequefio (2.5-7
cm), talo tupido con estipe muy corto, casi ausente, y frondas dicotdmicas con tendencia a
dividirse de forma palmada (Tabla 2) (Dawson, 1941).

Rhodymenia howeana y R. skottsbergii fueron descritas por Dawson (1941) para Perd y
Chile, respectivamente. Rhodymenia howeana fue inicialmente identificada como R.
corallina por Howe (1914) en base a ejemplares colectados en La Punta (Callao, Peru).
Posteriormente, Dawson (1941) describié R. howeana basandose en estos ejemplares y
adiciond uno tetrasporofitico recolectado en Isla Lobos de Tierra (Piura, Pert). Dawson
diferencio estos ejemplares como una especie distinta de R. corallina, por poseer un estipe
corto (0.4-0.5 cm de longitud) y frondas de expansion flabelar con abundantes divisiones
dicotdmicas (Tabla 2). Actualmente, Calderdn et al. (2020) proponen volver a considerar
R. howeana como reportes de R. corallina, en base al analisis genético de especimenes
recolectados en La Punta, Isla San Lorenzo y Barranco (Callao-Lima, Pert). Rhodymenia
skottsbergii fue registrada solo para Chile (Concepcion) hasta el reporte de Acleto en 1980
que amplid su registro hacia la costa sur de Perd en Arequipa y Moquegua (Ramirez &
Santelices, 1991). Posteriormente, Calderdn et al. (2020) registraron la especie para Pisco
(Ica, Pert), ampliando su distribucion hasta la costa central del pais. Esta especie se
caracteriza por sus frondas dicotémicas y cartilaginosas que crecen de forma amplexicaule
alrededor del estipe (Tabla 2) (Dawson, 1941).

Rhodymenia multidigitata fue descrita por Dawson etal. (1964) con especimenes
colectados en La Punta (Callao, Perl) y se caracteriza por presentar margenes
multidigitados en las ultimas ramificaciones (Tabla 2). Esta especie no ha sido reportada en
otro pais (Tabla 1) (Ramirez & Santelices, 1991; Guiry & Guiry, 2021), ademas, el
reciente trabajo de Calderén et al. (2020) propone considerar R. multidigitata como

conespecifica de R. corallina.

Actualmente, se considera el registro de seis especies del género Rhodymenia para Peru: R.
corallina, R. flabellifolia, R. californica, R. howeana, R. skottsbergii y R. multidigitata

(Guiry & Guiry, 2021), todas ellas presentes en la costa central (Tabla 1).



2.2. TECNICAS MOLECULARES EN TAXONOMIA

Los avances en el campo de la biologia molecular y el desarrollo de nuevas tecnologias
han permitido la integracion de datos moleculares en la taxonomia, dando lugar a una
clasificacion mas objetiva basada en secuencias de ADN (Cianciola et al., 2010; de la
Cadena Mendoza, 2016).

La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) (Mullis
etal., 1986) revolucionod la biologia molecular al permitir la replicacion in vitro de un
fragmento especifico de ADN, multiplicandolo millones de veces (Lara Lorenzo, 2008;
Serrato Diaz et al., 2014). Esta técnica se basa en la replicacion celular, donde se sintetizan
dos nuevas hebras de ADN a partir de una que funciona como molde y consiste en la
repeticion sucesiva de tres etapas: desnaturalizacion de la cadena de ADN, alineamiento de
los primers o iniciadores a la cadena y extension de la cadena (Serrato Diaz et al., 2014).
Gracias al desarrollo de esta técnica, ha sido posible generar secuencias de ADN de genes
especificos (marcadores moleculares) y la creacion de bases de datos moleculares (librerias
como GenBank y BOLD systems) que se utilizan como fuente de datos para comparar y

diferenciar poblaciones y especies (Lara Lorenzo, 2008).

Con el fin de resolver la identidad de especies de macroalgas, se han realizado diversos
estudios para comprobar la eficacia de marcadores moleculares, tales como los marcadores
nucleares de la subunidad mayor del ADN ribosomal o large subunit ribosomal DNA
(LSU) (Freshwater & Bailey, 1998; Harper & Saunders, 2001; Saunders & Lehmkuhl,
2005), region espaciadora interna transcrita o internal transcribed spacer region of the
ribosomal cistron (ITS) (Steane et al., 1991; Tai et al., 2001; Ross et al., 2003; Saunders &
McDevit, 2012); los marcadores plastidiales: amplicon plastidial universal o universal
plastid amplicon (UPA, V dominio del gen plastidial 23S ADNr) (Sherwood & Presting,
2007; Clarkston & Saunders, 2010; 2013), el extremo 5” del gen mitocondrial de la enzima
citocromo ¢ oxidasa | o cytochrome c¢ oxidase subunit 1 (COI-5P) (Saunders 2005; 2009;
Saunders & McDonald., 2010; Saunders & McDevit, 2012; Filloramo & Saunders, 2016b)
y el gen cloroplastidial de la subunidad mayor de la enzima ribulosa-1,5-bifosfato
carbolxilasa o ribulose-1,5-biphosphate carboxylase large subunit (rbcL) (Saunders &
Moore, 2013).



Tabla 1. Especies de Rhodymenia registradas para Peru, localidad tipo y localidades registradas en Perd.

Especie Localidad tipo Referencia Registros en Per( Referencia
R. californica Pacific Grove, Kylin, 1931 Lima: Pucusana Dawson et al., 1964
California, EE. UU.
R. corallina Concepcion, Chile Bory de Saint- Ica: Bahia Independencia e Islas Chincha Bory de Saint-Vincent, 1828;
Vincent, 1828 Callao: Isla San Lorenzo y Callao Howe, 1914; Dawson et al.,
La Libertad: Salaverry y Bahia de Pacasmayo 1964; Ramirez & Santelices,
Lambayeque: Islas Lobos de Tierra 1991; Calder6n et al., 2020
Piura: Bahia de Sechura y Paita
R. flabellifolia Concepcion, Chile Bory de Saint- Ica: Islas Ballestas, Pisco Bory de Saint-Vincent, 1828;
Vincent, 1828 Lima: Barranco, Isla San Lorenzo y Ancon Howe, 1914; Dawson et al.,
Callao: La Punta 1964; Ramirez & Santelices,
Ancash: Anconcillo (Bahia de Chimbote) 1991; Calderdn et al., 2020
La Libertad: Huanchaco
Lambayeque: Isla Lobos de Afuera e Isla Lobos de Tierra
Piura: Bahia de Sechura, Paita y Talara
R. howeana La Punta, Callao, Peru Howe, 1914, Ica: Islas Chincha Howe, 1914; Dawson et al.,

R. multidigitata

R. skottsbergii

La Punta, Callao, Peru

Bahia de Concepcion,
Concepcion, Chile

Dawson, 1941

Dawson et al.,
1964

Dawson, 1941

Callao: La Punta 'y Callao
Lima: Limay Ancén
Ancash: Anconcillo (Bahia de Chimbote)
La Libertad: Bahia de Pacasmayo
Lambayeque: Isla Lobos de Tierra
Piura: Bahia de Sechura

Callao: La Punta

Moquegua: llo
Arequipa: Mollendo
Ica: Pisco

1964; Ramirez & Santelices,
1991

Dawson et al., 1964

Acleto, 1980; Ramirez &
Santelices, 1991; Calderoén et
al., 2020

Nota:

Elaborado a partir de Ramirez & Santelices (1991) y Guiry & Guiry (2021).



Tabla 2. Caracteristicas morfoldgicas de las especies de Rhodymenia registradas para Per(.

R. corallina R. flabellifolia R. californica R. howeana R. skottsbergii R. multidigitata
Tamafio 20-25 cm Hasta 35 cm 2.5-7 cm de alto 15-20(30) cm Hasta 17 cm Hasta 10 cm
Talo Con mudltiples Con mudltiples ejes  Talo tupido, con una o Con frondas - Consiste en varios ejes

frondas estipadas

Estructurade  Disco simple con

fijacion estructuras
estoloniferas
Estipe 6 cm de largo,
subcilindrico en la
base y comprimido
arriba
Ramificacién Simpodial
Laminas Expansion flabelar

gradual o abrupta

desde el estipe. 8-10

x 14 cm

Estolones rhizoidales,
a veces flageliformes

1.5-3 mm de diametro.

Ejes notorios
subcilindrico, erectos,
semi-rigidos

Muy ramificado, de
forma simpodial,
repetida en cada eje

Laminas primarias
sésiles, surgen
sucesivamente en los
ejes a intervalos de 1-
2(4) cm

varias laminas
dicotémicas erectas

Disco simple primario.
Estolones
subcilindricos en la
base del estipe
3-7(12) mm de
longitud, cilindricoy a
veces ausente

Laminas estipadas. A
intervalos de 5-12(15)
mm

membranosas
gelatinosas

Disco simple, con
estolones accesorio

4-5 mm de longitud,
subcilindrico y fino. Se
expande gradualmente

Laminas semi
flabeladas, con
abundantes divisiones
dicotomicas. Margenes
enteros y apices
redondeados, con

Disco simple, con
proliferaciones

estoloniferas enredadas

al estipe

Se extiende a partir de

las ramificaciones

flabelados

Disco de 3-4 mm de
diametro, crece sobre
conchas y piedras

2-3 mm de longitud y 1
mm de didmetro,

cortadas en la base, que cilindrico, con una a dos

dejan cicatrices a lo
largo del eje

Simpodial, 2-3
proliferaciones por
yema.
Organizacién
amplexicaule
Frondas sésiles, se
extienden de forma
oblicua o en angulo

recto desde el estipe.

Miden hasta 8 cm.
Frondas jovenes y

bifurcaciones

Laminas flabeladas, con
un segmento basal largo
(3-4 mm)y
estrechamente cuneado,
6-8 cm de ancho.
Margenes externos

muescas que se anchas forman laminas
dicotomizan activamente dictomo-flabeladas con
apices redondeados (4-5

mm de ancho)

multidigitados

Nota: Elaborado a partir de Howe (1914), Dawson (1941), Dawson et al. (1964) y Alveal & Romo (1979).



Continuacién

R. corallina

R. californica

(1.1)1.5-3(4) mm de

R. howeana R. skottsbergii R. multidigitata

R. flabellifolia
Segmento 2-2.5 cm de largo, 6- Flabelar,
laminar 9 mm de ancho estrechamente

(hasta 4-3) y 200 um  cuneados en la base,
de espesor 3-6 mm de ancho
Divisiones

6-7(9) divisiones

3-4(6) divisiones
dicotémicas

dicotémicas

Proliferaciones A partir de puntas

dafladas, o en el
estipe

A partir de puntas
dafadas, a veces en el
area de divergencia
del estipe

Corteza

Meédula

ancho y 70-150(230) um
de espesor

2-5 divisiones
dicotémicas

Estolones subcilindricos,

nacen en la base del
estipe, como de

estructuras secundarias

de agarre

Capa cortical externa
con células de 4-6 um de

didmetro maximo

Compacta: 2-3 capas de
células de 30-50 um de
didmetro maximo. Se

reducen abruptamente a

Nota: Elaborado a partir de Howe (1914), Dawson (1941), Dawson et al. (1964) y Alveal & Romo (1979).

través de 2-3 capas

Estolones accesorios en

1-1.5cm x 4-6(9) mmy

12 mm de ancho, se
100 um de espesor.

300 um de espesor,
expanden hacia el apice

segmentos flabelares de
ancho variable, se

reducen de 6-7 mma 1-2
mm o menos en los
margenes exteriores

Dicotdmica irregular Dicotémica

En apices dafiados. Estolones que crecen en

la base del estipe y se

el soporte, algunos se enredan en su base

desarrollan como
pequefias laminas

12-15 pum de espesor.
Dos capas de células, la profundamente

externa con células pigmentadas, la mas
pequefias y pigmentadas externa con células de 7

um de diametro

Parenquimatosa con
células largas de 50-70
um de diametro, que se
reducen hacia la corteza

Densa, con capas

240-250 pm de espesor,
células grandes y
redondeadas (87 x 57
pm maximo),
disminuyen
gradualmente hacia la
corteza




Continuacién

R. corallina R. flabellifolia

R. californica

Tetrasporangios Elipticos de 28 um de

R. howeana R. skottsbergii

R. multidigitata

largo.
Soros Soros apicales

Soros apicales
redondeados

redondeados,
superficiales y con
margenes estériles

Modificacion en  Ligera modificacion

la corteza nematecial

Cistocarpos Forma conica-esférica

o0 mamiforme, 0.65-
0.85 mm de diametro.
Dispersos 0 agregados
en ambas caras de la

lamina o los bordes

Forma subglobosa o
semiesférica, 0.66-0.83
mm de didmetro,
ostiolos con forma de
pico o con una especie
de corona de 0.16-0.32
x 0.32 mm

Prominentes, de forma Forma hemisférica, no

apenas 0 semi rostrado
(que acaba en pico).

Ovoides, 30 um de

Cruciados, con forma
largo.

Cruciados
eliptica alargada.

(hasta 46 x 22 um).

Soros apicales

Soros apicales o
redondeados

subapicales
redondeados

Soros redondeados.
Apicales, en la parte
media de la fronda
(frondas viejas), o
dispersos en toda la
superficie (Iaminas
jovenes y pequefas)
Nematecios
pronunciados o
pequefios, distribuidas
de forma variable (a
ambas caras de la
lamina o solo una)

Ligeras modificaciones

No produce alteracion
en la corteza

en la corteza

subesférica, 0.5-0.9

rostrada, dispersos
mm de didmetro,

sobre la porcion media
de las laminas

Agregados en los

segmentos terminales

Nota: Elaborado a partir de Howe (1914), Dawson (1941), Dawson et al. (1964) y Alveal & Romo (1979).



2.2.1. CODIGO DE BARRAS DE ADN

Hebert et al. en el afio 2003, propusieron el uso del marcador molecular COI-5P (extremo
5 del gen de la enzima citocromo oxidasa I) como secuencia estandar para la identificacion
de especies animales, denominandolo “c6digo de barras de ADN” en analogia al Codigo
Universal de Productos. La variacion en la secuencia de nucleétidos de una misma region
genética fue utilizada para la identificacion de organismos, asociando cada secuencia de
cddigo de barras con un espécimen de referencia o voucher (Lanteri, 2007; Lara-Lorenzo,
2008). La eleccion de un gen mitocondrial como COI-5 sobre uno nuclear se realizé por las
ventajas que ofrece: la universalidad de los iniciadores o primers que permiten recuperar el
extremo 5’ de este gen en organismos de una amplia variedad de phyla (Hebert et al.,
2003). También fueron consideradas otras ventajas del ADN mitocondrial, como su
limitada exposicion a la recombinacion, la herencia haploide, la ausencia de intrones y la
relativamente rapida velocidad de divergencia en animales (Saunders, 2005). Sin embargo,
en otros grupos como las plantas se deben emplear regiones de genes cloroplastidiales
rbcL y matK (Maturase K) (Lanteri, 2007).

La iniciativa “Base de datos de cddigo de barras para la vida” (BOLD por sus siglas en
inglés) es un proyecto colaborativo que ambiciona crear una libreria de cddigo de barras de
todas las especies con los respectivos datos de sus especimenes ingresados en colecciones.
Esta iniciativa generd distintos megaproyectos a nivel mundial para la identificacion de
especies de grandes grupos taxondémicos, permitiendo acelerar este proceso y la
elaboracion de los inventarios de biodiversidad (Lanteri, 2007). Durante las ultimas
décadas, distintos trabajos en algas rojas han comprobado la eficacia del uso de COIl y
rbcL como secuencias cédigo de barras de ADN: Saunders (2005; 2008; 2009) utilizando
COI-5 resolvio la identidad de especies de Mazzaella, Dilsea, Neodilsea, y Asteromenia, y
especies de la familia Dumontiaceae y del orden Gracilariales. Posteriormente, se hicieron
analisis similares para las Rhodymeniales (Saunders & McDonald, 2010). Koh etal.
(2013) comprobo la eficacia de COl y rbcL en la identificacidn de especies y de relaciones
filogenéticas de Champia, describiendo cuatro nuevas especies. EI marcador rbcL ha sido
utilizado con exito en estudios de codigo de barras de ADN y también de filogenia de
macroalgas rojas ya que presenta buena resolucion tanto a nivel de especies como en
niveles taxondmicos superiores de algas rojas (Freshwater et al., 1994; Hommersand et al.,
1994; Hommersand & Fredericq, 2003; Wilkes et al., 2006).
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2.2.2. USO DE TECNICAS MOLECULARES EN LA TAXONOMIA DE
Rhodymenia

Saunders & McDonald (2010) revisaron las especies del orden Rhodymeniales de
Australia utilizando el marcador mitocondrial COI-5 y el nuclear ITS. Como resultado se
describié Rhodymenia novahollandica GB Saunders como especie nueva y se reasigno
Rhodymenia wilsonis (Sonder) GB Saunders, antes considerada como Epymenia.
Utilizando los marcadores COI-5P y rbcL-3P en especimenes colectados en la Colonia
Britanica (Canada), se resolvio la identidad de cuatro especies de Rhodymenia donde solo
se esperaba encontrar dos, separandose genéticamente la especie R. bamfieldensis
Filloramo & G.W. Saunders a partir de individuos inicialmente identificados como R.
californica; y se reinstaurd R. rhizoides E. Y. Dawson a partir de colectas identificadas en
campo como R. pacifica Kylin (Filloramo & Saunders, 2018). Posteriormente, Filloramo &
Saunders (2016b) presentaron una revision de las especies de Rhodymenia de Australia
aplicando la “taxonomia alfa molecularmente asistida” o molecular-assisted alpha
taxonomy (MAAT), utilizando los marcadores COI-5P e ITS y obteniendo nuevos datos
sobre la diversidad de Rhodymenia y su distribucion geogréfica, asi como el

reconocimiento de 12 especies, donde solo se habian reportado cinco.

En Perq, el analisis molecular de secuencias rbcL de especimenes de Rhodymenia
realizado por Calderdn et al. (2020) revelé la presencia de tres grupos genéticamente
distintos: R. corallina, R. skottsbergii y R. flabellifolia; agrupando dentro de R. corallina
ejemplares inicialmente identificados con la forma de R. howeana, R. multidigitata y R.

californica.
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I1l. METODOLOGIA

3.1. ZONASDE COLECTA

Durante el afio 2016 se recolectaron 129 muestras, identificadas como parte del género
Rhodymenia, procedentes de las siguientes localidades: Casma (8 muestras), Ancon (17
muestras), Callao e Isla San Lorenzo (19 muestras), Pucusana (10 muestras), Paracas (36
muestras) y Marcona (39 muestras), cubriendo aproximadamente 820 km de extension
total, entre los 9° y 15° de latitud Sur (Figura 1, Tabla 3). Adicionalmente se incluyeron
dos especimenes de la coleccion cientifica del Instituto del Mar del Perd (IMARPE),

colectados en Callao el afio 2015.

3.2. COLECTA, PRESERVACION Y REVISION DE MUESTRAS

Las muestras de Rhodymenia fueron recolectadas en la zona submareal, por medio de
buceo SCUBA, entre 1-8 m de profundidad. En la zona intermareal los especimenes fueron
removidos del sustrato o colectados de las varazones sobre los roquerios, playas de arena y

pozas intermareales.

El material colectado fue identificado y seleccionado para herbario, analisis morfolégico y
analisis molecular. Los especimenes herborizados fueron escaneados y depositados en la
Coleccion Cientifica del IMARPE. Para el analisis morfoldgico se seleccion6 material con
estructuras reproductivas (de estar presentes), el que fue preservado en una solucion de
formol al cuatro por ciento en agua de mar, y depositado en la Coleccion Cientifica del
IMARPE.

Para el andlisis molecular se seleccionaron talos frescos, limpios y libres de epifitos, los
cuales fueron cuidadosamente secados y almacenados en bolsas con silica gel y cierre
hermético, cada muestra con su respectivo codigo. En la mayoria de los casos se tomaron
trozos de material herborizado para el analisis molecular, de esta forma se aseguro la

correlacion posterior con el habito de la especie.
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Figura 1. Ubicacién de las zonas de colecta de especies de Rhodymenia en la costa central del Perd.

Tabla 3. Coordenadas referenciales de las localidades donde se recolectaron especies de Rhodymenia
en la costa central del Perd.

Localidad Latitud Longitud
Casma 9°29'75"S 78°21'6" O
Ancon 11°44'4"S 77°10'25" 0O
Pucusana  12°27'54"S  76°47'0"0O
Callao 12°5'23"S  77°13'26" O
Paracas 14°3'15"S  76°15'43"0O
Marcona 15°11'41"S 75°16'27"0O




Los analisis morfoldgicos y moleculares fueron realizados en el laboratorio del Banco de
Germoplasma de Organismos Acuaticos (BGOA) del IMARPE.

Las muestras preservadas fueron clasificadas morfolégicamente, incluyendo 129
especimenes colectados en este estudio y dos ejemplares de la coleccién cientifica del
IMARPE. Con la ayuda de catalogos taxondémicos de macroalgas de Peru, revisiones de las
especies de Rhodymenia (Howe, 1914; Dawson, 1941; Dawson et al., 1964; Acleto, 1973;
Alveal & Romo, 1979), la comparacion con especimenes revisados en el Herbario del
Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (USM) y la
Coleccion de Algas del Museo Nacional de Historia Natural de Chile (SGO), y el apoyo de
la ficdloga Prof. Maria Eliana Ramirez, se agruparon los individuos en morfoespecies. De
cada grupo se seleccionaron el o los individuos representativos para el analisis molecular,
procurando incluir individuos completos y de preferencia tetrasporofitos (para fines

comparativos) o con estructuras reproductivas femeninas (Tabla 4).

3.3.  ANALISIS MOLECULAR

Veinticinco especimenes fueron seleccionados por ser representativos de las morfoespecies
previamente asignadas. Dentro de la seleccidn se incluy6é un ejemplar procedente de la
Coleccion Cientifica del IMARPE (Tabla 4).

3.3.1 EXTRACCION DE ADN

En el laboratorio, las muestras preservadas en silica gel y aquellas porcedentes de
ejemplares herborizados fueron revisadas y sometidas a una limpieza adicional antes del
procedimiento de extraccion. Trozos de talo fueron molidos con la ayuda de un mortero y
nitrégeno liquido, y transferidos a tubos de centrifuga de 1.5 a 2 mL de capacidad. En 21
muestras se realiz6 la extracciéon de ADN utilizando el protocolo CTAB modificado de
Soltis Lab (2002), basado en los procedimientos de Doyle & Doyle (1987) y de Cullings
(1992) y en cuatro muestras se utilizo el kit de extraccion GF-1 Plant DNA Extraction Kit

(Vivantis™),
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Tabla 4. Lugar de colecta y codigo de extraccidn de especimenes de Rhodymenia utilizados en el andlisis
molecular. Los especimenes de agrupan de acuerdo a su morfoespecie (cf.)

Morfoespecie Lugar y fecha de colecta Caddigo
Rhodymenia cf. corallina Punta Gallinazo, Paracas (Ica); 2 de abril del 2016 BG-216
Rhodymenia cf. corallina Mendieta, Paracas (Ica); 3 de abril del 2016 BG-276
Rhodymenia cf. corallina Mendieta, Paracas (Ica); 3 de abril del 2016 BG-278
Rhodymenia cf. howeana Muelle, Marcona (Ica); 27 de abril del 2016 BG-218
Rhodymenia cf. howeana Cantolao, La Punta (Callao); 17 de octubre del 2016 BG-241
Rhodymenia cf. howeana Muelle de Imarpe, Chucuito (Callao); 30 de diciembre del BG-259
2016

Rhodymenia cf. multidigitata El Chuncho, Pucusana (Lima); 22 de mayo del 2016 BG-246
Rhodymenia cf. multidigitata Isla San Lorenzo (Callao); 6 de julio del 2015 BG-256
Rhodymenia cf. multidigitata Muelle de Imarpe, Chucuit;o(lceallao); 30 de diciembre del BG-258
Rhodymenia sp.1 Bahia San Nicolas, Marcona (Ica); 22 de octubre del 2016 BG-239
Rhodymenia sp.1 Bahia San Nicolas, Marcona (Ica); 22 de octubre del 2016 BG-245
Rhodymenia sp.1 Mendieta, Paracas (Ica); 3 de abril del 2016 BG-277
Rhodymenia sp.2 Bahia de Ancon, Ancon (Lima); 11 de noviembre del 2016 BG-237
Rhodymenia sp.3 Bahia San Nicolas, Marcona (Ica); 22 de octubre del 2016 BG-244
Rhodymenia cf. corallina Tortugas, Casma (Ancash); 31 de mayo del 2016 BG-249
Rhodymenia cf. corallina Tortugas, Casma (Ancash); 31 de mayo del 2016 BG-250
Rhodymenia cf. corallina Tortugas, Casma (Ancash); 31 de mayo del 2016 BG-300
Rhodymenia cf. californica Siete huecos, Marcona (Ica); 21 de octubre del 2016 BG-243
Rhodymenia cf. californica Las Ninfas, Pucusana (Lima); 21 de mayo del 2016 BG-275
Rhodymenia cf. skottsbergii Poza de Lapa, Marcona (Ica); 21 de octubre del 2016 BG-242
Rhodymenia cf. flabellifolia Bahia San Nicolas, Marcona (Ica); 22 de octubre del 2016 BG-236
Rhodymenia cf. flabellifolia Bahia de Ancén, Ancon (Lima); 12 de noviembre del 2016 BG-238
Rhodymenia cf. flabellifolia Mendieta, Paracas (Ica); 2 de abril del 2016 BG-299
Rhodymenia cf. flabellifolia Playa Hermosa, Marcona (Ica); 27 de abril del 2016 BG-302
Rhodymenia cf. flabellifolia Cantolao, La Punta (Callao); 29 de julio del 2016 N256




e EXTRACCION CON CTAB

En la campana de extraccion se adiciond 500 uL de buffer CTAB a cada tubo con muestra
de tejido pulverizado. Las muestras fueron incubadas a 55°C por 40 minutos, agitando
cada tres a cuatro minutos. Posteriormente se agregd 500 uL de la solucion
cloroformo/alcohol isoamilico 24:1 y se mezclé por agitacion. Los tubos fueron
centrifugados por 10 minutos a velocidad méaxima (14 000 RPM) hasta que se observé la
separacion de tres fases. Con la ayuda de una micropipeta, se extrajo 300 uL de la fase

acuosa superficial que fue trasladada a un tubo nuevo.

Posteriormente se realizaron dos lavados del pellet de ADN: antes del primer lavado se
vacio el liquido sobrante conservando el pellet adherido a la pared del tubo y se adicion6
700 pL de etanol al 95 %, invirtiendo el tubo delicadamente hasta soltar el pellet.
Seguidamente, todos los tubos fueron centrifugados por un minuto a velocidad méxima. El
siguiente lavado se repitid adicionando etanol al 70% (en vez de 95 %) y cuidando de
vaciar lo maximo posible de alcohol del tubo. Luego los tubos fueron colocados en
posicion invertida sobre un papel kim-wipe y dejados de esta forma durante una hora, para
eliminar todo rastro de alcohol. Finalmente se adicioné 100 uL de buffer TE, previamente
incubado a 55°C, a las muestras, y se dejaron reposar a temperatura ambiente por una hora

antes de almacenar los tubos a -4 °C.

e EXTRACCION CON EL KIT GF-1 PLANT EXTRACTION

En cada microtubo con muestra de tejido pulverizado, se adicion6 280 pL del buffer PL
(Plant Tissue Lysis Buffer) y se agité por 30 segundos en el vortex para homogenizar la
mezcla. Posteriormente se adiciond 20 uL de proteinasa K y se mezclé invirtiendo cada
tubo repetidamente. Las muestras fueron incubadas a 65°C por 30 minutos mezclando
continuamente cada tres a cuatro minutos. Los tubos fueron centrifugados a 16 000 xg
(14 725 RPM) por cinco minutos y el sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo, al cual
se adiciond dos volumenes de buffer PB (Plant Genomic Binding Buffer), se mezcld e

incubd a 65°C por 10 minutos.

Despueés de la incubacion, se adicionaron 200 pL de etanol absoluto e inmediatamente se
mezcld la solucion por inversion, para luego transferirla a un microtubo con columna y
centrifugar a 10 000 xg (11 641 RPM) por un minuto. Se procedié a descartar el filtrado y
repetir el procedimiento para lo que quedo de muestra.

19



El lavado de columna se realiz6 agregando 650 uL de Wash Buffer (buffer de lavado) para
luego centrifugar las muestras por un minuto a 10 000 xg. Se descarto el filtrado y se
repitié el proceso de lavado. Para extraer todo rastro de etanol de la columna, los tubos

fueron centrifugados por un minuto a 10 000 xg.

Finalmente, se traslado la columna a un nuevo tubo y se adicion6 100 uL de Elution buffer
(buffer de elucion), previamente incubado a 65°C. Después de esperar dos minutos, se
centrifugd la muestra a 10 000 xg por un minuto y se descarté la columna, para luego

almacenar el tubo (con el ADN filtrado) a 4°C.
3.3.2 OBTENCION DE SECUENCIAS

La obtencion de la secuencia final del gen cloroplastidial de la subunidad mayor de la
enzima ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco, rbcL) se amplificé en dos
partes, utilizando la técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Las mezclas
fueron preparadas de acuerdo al protocolo utilizado en el Banco de Germoplasma de
Organismos Acuaticos (BGOA) del IMARPE, con los siguientes volimenes por cada tubo:
2.5 pL de buffer 10X con Mg, 1.5 pL de MgCl,, 10.75 pL de agua para PCR, 4 pL de

dNTPs, 0.25 pL de Taq polimerasa, 1 uL de cada iniciador o primer (Tabla 5) y 1.5 pL de
betaina como mejorador del proceso, y se adicion6 1-1.5 uL de ADN, dependiendo de la
concentracion de la muestra. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador
Mastercycler® nexus gradient (Eppendorf), con el siguiente perfil de amplificacion: 94°C
por dos minutos (desnaturalizacion, separacion de las hebras de ADN), 40 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 48.5°C de temperatura de alineamiento (hibridacion o alineamiento de los
iniciadores al extremo 3’ del fragmento) por 1:20 minutos, extension de la cadena a 72 °C
(actividad catalitica de la enzima Tag polimerasa) por dos minutos, seguido por la
extension final a 72°C por siete minutos (modificado a partir de los perfiles utilizados en el
BGOA y Saunders & Moore, 2013).

Los productos de amplificacion fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa (1.2 %)
para visualizar las bandas. Los productos de amplificacion fueron enviados a la compafiia

Macrogen (www.macrogen.com) para su secuenciamiento, obteniéndose cuatro secuencias

por cada individuo (dos secuencias parciales de rbcL, cada una en ambas direcciones). Los
electroferogramas fueron visualizados, y las secuencias ensambladas y editadas
manualmente utilizando el programa Codon Code Aligner 7.0. (CodonCode Corporation,

www.codoncode.com).
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Tabla 5. Iniciadores utilizados para amplificar las secuencias rbcL de las muestras de
Rhodymenia colectadas en la costa central del Perd.

Iniciador Secuencia Referencia

F15 5-GTAATHCCNTAHGCNAAAATGGG-3' Gabriel et al., 2016
F57 5-GTAATTCGATATGCTAAAATGGG-3'  Hommersand et al., 1994
FS77 5-GTATATGAAGGTCTAAAAGGTGG-3'  Hommersand et al., 1994
R916 5'-CCWGCCATDCKCATCCA-3' Gabriel et al., 2016
R753 5-GCTCTTTCATACATATCTTCC-3' Hommersand et al., 1994
R1150 5-GCATTTGTCCGCAGTGAATAC-3' Hommersand et al., 1994
R1381 5-ATCTTTCCATAGATCTAAAGC-3' Hommersand et al., 1994

3.3.3 ANALISIS FILOGENETICOS

Utilizando el servidor en linea del programa de alineamiento mdultiple MAFFT 7
(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) (Katoh etal., 2002; Katoh & Standley, 2013;
Katoh et al., 2017), se alinearon las secuencias de rbcL de Rhodymenia de la costa central

del Peru, con la adicion de 14 secuencias de Rhodymenia disponibles en GenBank y tres
secuencias del género Botryocladia como grupo externo o outgroup también disponibles
en GenBank (Tabla 6). Las secuencias fueron analizadas utilizando el método de “union de
vecinos” o neighbour-joining (NJ) en MEGA 7 (Kumar et al., 2016) utilizando el modelo
de sustitucién Kimura 2 pardmetros (K2P) utilizando la técnica de bootstrap o re-muestreo
con 1 000 replicaciones para visualizar la agrupacion de secuencias, lo que permitié
ordenarlas para obtener una matriz de distancias bajo el modelo NJ, con 1 000

replicaciones bootstrap en MEGA 7.

El anélisis de Maxima verosimilitud o Maximum likelihood (ML) fue realizado en RAXML
v8.2.X (Stamatakis, 2014) utilizando la interfaz grafica de usuario raxmIGUI 1.5 (Silvestro
& Michalak, 2012) con el modelo GTRGAMMAI (General Time Reversible con
distribucion gamma y proporcion de sitios invariables) como mejor modelo de substitucion
nucleotidica, seleccionado con el analisis en jModelTest 2 (Darriba et al., 2012) con tres
esquemas de sustitucion utilizando el Criterio de Informacion de Akaike (AIC), y 1 000

replicaciones bootstraps.
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Tabla 6. Lugar de colecta y referencias de las secuencias rbcL de especies de Rhodymenia y Botryocladia extraidas de GenBank y utilizadas en los analisis filogenéticos

Especie Lugar de colecta Cddigo Genbank Referencia
Rhodymenia pseudopalmata Greville Bahia de Onslow, Carolina del Norte, EE. UU KF367793 No publicado
Rhodymenia californica Kylin Bahia de Onslow, Carolina del Norte, EE. UU KU687844 No publicado
Rhodymenia pacifica Kylin McAbee Beach, Monterey, California, EE. UU KU687850 No publicado
Rhodymenia rhizoides E. Y. Dawson Monterey Bay, Aquar:jln} Reef, California, EE. KU687865 No publicado
Rhodymenia bamfieldensis Filloramo & G. W. Saunders ~ Bordelais Islands (Bahla} Norte), E}amﬂeld, British KU687884 No publicado

Columbia, Canadé
Rhodymenia intricata Okamura Ei, Ibusuki County, Kagoshima, Jap6n AB383120 Suzuki et al., 2010
Rhodymenia corallina Greville Playa Choya, Coquimbo, Chile AY168657 Gavio & Fredericg, 2003
Rhodymenia delicatula P. J. L. Dangeard Woods Hole (MBL), Massachusetts, EE. UU KU726696 Filloramo & Saunders, 2016b
Rhodymenia skottsbergii E. Y. Dawson La Boca, Navidad, Chile AY294354 Gavio et al., 2005
Rhodymenia stenoglossa J. Agardh Warrnambool, Victoria, Australia KU726706 Filloramo & Saunders, 2016b
Rhodymenia capensis J. Agardh Peninsula Cape, Sudéfrica AF385646 Hommersaggoiz Fredericq,
Rhodymenia obtusa (Greville) Womersley Peninsula Cape, Sudéfrica AF385647 Hommersa;goic Fredericq,
Botryocladia botryoides (Wulfen) Feldmann Trieste, Italia AY444169 Wilkes et al., 2006
Botryocladia pseudodichotoma (Farlow) Kylin Monterey Bay, Aquarium Reef, California, EE. KU687853 No publicado

uu

Botryocladia leptopoda (J. Agardh) Kylin Australia HQ400597 Schmidt et al., 2017




El andlisis de Inferencia Bayesiana (IB) fue realizado con el programa Mr. Bayes v3.2.6
(Ronquist etal., 2012). Debido a que en el programa no se encuentra implementado el
modelo TrN+G+l (Tamura-Nei con distribucion gamma Yy proporcién de sitios
invariables), seleccionado con el Criterio de Informacion Bayesiana 0 Bayesian
Information Criterion (BIC) en jModelTest 2 con 11 esquemas de sustitucion, se escogio el
modelo cercano mas complejo (GTR+G+l), de acuerdo a la sugerencia de Ronquist et al.
(2011). El andlisis consistio en dos procesos independientes, cada uno con tres cadenas
templadas y una cadena fria, cinco millones de generaciones y muestreo cada 1 000
generaciones. La convergencia de ambas corridas fue evaluada con el programa Tracer
v1.6.0 (Rambaut et al., 2014) descartando el primer diez por ciento de los arboles de cada
proceso como periodo de calentamiento o burn-in. El valor de las probabilidades

posteriores obtenidas en el arbol consenso fue mapeado en el arbol de ML.
3.3.4 DELIMITACION DE ESPECIES

Los modelos de delimitacion utilizados se basan en el analisis de arboles filogenéticos
inferidos a partir de un solo locus, para identificar clados formados dentro del grupo de
estudio, en este caso Rhodymenia. En cada modelo presentado, se pueden realizar dos tipos
de anélisis.

Para los andlisis de delimitacion, se utilizé una secuencia de cada haplotipo identificado en
los analisis filogenéticos para las Rhodymenia de la costa central del Perd, eliminando las
secuencias repetidas. En el alineamiento también se incluyeron las secuencias de R.
corallina (AY168657), R. skottsbergii (AY294354) y dos de Botryocladia (AY444169 y
KU687853), disponibles en el GenBank.

e MODELO GENERALIZADO MIXTO DE YULE Y COALESCENCIA

El Modelo Generalizado Mixto de Yule y Coalescencia 0 Generalized Mixed Yule
Coalescent (GMYC por sus siglas en inglés) calcula un umbral Gnico o un umbral multiple
que varia a lo largo del arbol filogenético (Monaghan et al., 2009). Para ello, se requiere un
arbol ultramétrico, el cual fue elaborado con el programa BEAST v2.4.5 (Bouckaert et al.,
2014) utilizando la aplicacién de interfaz de usuario grafica BEAULti2 (Bayesian
Evolutionary Analysis Utility), de acuerdo los siguientes priors o parametros previos: reloj
normal relajado (relaxed log-normal clock) (Drummond etal.,, 2006), modelo de
coalescencia de tamafio poblacional constante (Monaghan et al., 2009) y el modelo de
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substitucion nucleotidica TrN+G (Tamura-Nei con distribucion gamma), seleccionado por
jModelTest bajo el Criterio de Informacion Bayesiana (BIC) con 11 esquemas de
sustitucion. El andlisis Bayesiano se realizo utilizando los siguientes parametros: 10
millones de generaciones evaluadas con el método de las Cadenas de Markov Monte Carlo
MCMC (Markov Chain Monte Carlo), con muestreos establecidos cada 1 000
generaciones, generando un total de 10 000 arboles. En Tracer v1.6 se evalud la
convergencia de las MCMC, constatando que todos los parametros alcancen el tamafio de
muestra estimado (ESS mayor a 200). Por ultimo, la informacion de los arboles inferidos
fue resumida en un solo “arbol objetivo”, utilizando el programa TreeAnnotator v2.4.6
(Drummond & Rambaut, 2007) con un valor de calentamiento (burn-in) establecido en 10
%. Con el arbol inferido, el andlisis de delimitacion se realizd con la interfaz web de The

Exelixis Lab (http://species.h-its.org/gmyc/), utilizando ambos métodos: umbral Gnico y

umbral multiple.
e ARBOLES POR PROCESOS DE POISSON

La implementacién bayesiana del modelo bPTP y el modelo PTP (Poisson Tree Processes)
infieren limites entre especies putativas a partir de un arbol filogenético (Zhang et al.,
2013). Para obtener la construccion filogenética, se realiz6 un andlisis de Maxima
verosimilitud (ML) en RAXML v8.2.X (Stamatakis, 2014), utilizando la interfaz de usuario
grafica raxmIGUI 1.5 (Silvestro & Michala, 2012) con el modelo de substitucién
nucleotidica GTRGAMMA (General Time Reversible con distribuciéon gamma),
seleccionado por jModelTest2 (Darriba et al., 2012) con tres esquemas de sustitucion y
utilizando el Criterio de Informacién de Akaike (AIC), y 1 000 replicaciones bootstraps.
Con el arbol inferido, se realizaron los anélisis en el servidor en linea de bPTP de The

Exelixis Lab (http://species.h-its.org/ptp/) de acuerdo a las siguientes especificaciones: 500

mil generaciones MCMC, arbol enraizado con las secuencias de Botryocladia (AY444169
y KU687853), y remocion de las secuencias externas (Botryocladia) para mejorar los
resultados del anélisis; el resto de especificaciones fueron dejadas por defecto (Zhang
etal., 2013).
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3.4.  ANALISIS MORFOLOGICO

El habito de los ejemplares de herbario fue registrado digitalmente utilizando un escéner de
computadora y fotografiados con el estereoscopio Zeiss Discovery V.12, para detalles
morfologicos particulares. Se evalud la forma y medida del talo, presencia o ausencia del
disco de fijacion y/o estolones, tipo de ramificacion, forma de las ldminas (mediciones de
los segmentos), presencia de proliferaciones, color y terminacion de los &pices, asi como la
distribucion de tetrasporangios en soros y disposicion de los cistocarpos en las ldminas y

sus proliferaciones.

Con una hoja de afeitar, se realizaron cortes longitudinales a mano alzada bajo un
estereoscopio Zeiss Discovery V.12 para analizar la morfologia interna de las estructuras
vegetativas y reproductivas. Algunos segmentos del talo fueron tefiidos con azul de anilina
al 1 % durante aproximadamente cinco minutos, posteriormente enjuagados con HCl al 1
% (mordiente) e inmediatamente lavados con agua destilada; los segmentos a preservar
fueron montados en jarabe de maiz KARO al 50 %. Las observaciones morfoldgicas
fueron registradas con un capturador de imagenes Leica DFC290 HD acoplado a un
microscopio Leica DM1000 LED.

Para el analisis de la estructura interna vegetativa, se evalué el nimero de capas de células
de la médula y corteza. También se registrdé la morfologia del soro tetrasporangial, la
insercion de las tetrasporas en la corteza, y su grado de modificacion en la misma. En las
frondas femeninas se registraron la forma y disposicion de los cistocarpos (Dawson, 1941;
Filloramo & Saunders, 2016b).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 MORFOESPECIES DE Rhodymenia

La clasificacion morfoldgica del material de Rhodymenia recolectado en la costa central
del Perud, permitio seleccionar 25 especimenes representativos en base a su morfologia
externa: un ejemplar procedente de la Coleccion Cientifica del IMARPE (2015) y 24
ejemplares de las colectas realizadas en el 2016. Previo al andlisis molecular, se
diferenciaron nueve morfotipos, seis correspondientes a las especies de Rhodymenia
registradas en Peru y tres morfotipos que no pudieron ser asignados a especies descritas: R.
corallina (seis especimenes), R. howeana (tres especimenes), R. multidigitata (tres
especimenes), R. californica (dos especimenes), R. skottsbergii (un espécimen), R.
flabellifolia (cinco especimenes), Rhodymenia sp. (tres especimenes), Rhodymenia sp. 2

(un espécimen) y Rhodymenia sp. 3 (un espécimen) (Tabla 4).

4.2  ANALISIS MOLECULAR

El andlisis del alineamiento de las secuencias de rbcL de 25 especimenes de Rhodymenia
de la costa central del Perl, reveld la presencia de nueve haplotipos y 145 sitios
polimérficos de los 1 005 pares de bases (pb) analizados. Los siguientes analisis también
incluyeron 12 secuencias de Rhodymenia de otras partes del mundo y tres secuencias de

Botryocladia como grupo externo u outgroup, todas obtenidas de GenBank (Tablas 4 y 6).

4.2.1. ANALISIS NEIGHBOUR-JOINING Y DISTANCIAS GENETICAS

El dendrograma resultante del andlisis NJ de las secuencias estudiadas muestra la
agrupacion de cinco clados: R. flabellifolia, R. skottsbergii, Rhodymenia sp., R. corallina 'y
R. corallina 2 (Figura 2).

El clado R. flabellifolia agrupa cinco secuencias de la costa central del Pert (BG-236, BG-

238, BG-299, BG-300, N256), de especimenes que morfoldgicamente fueron identificados



como R. flabellifolia (Tabla 7), con una divergencia intra-clado maxima de 0.1 % (Tabla 8)
entre sus tres haplotipos.

El clado R. skottsbergii asocia la secuencia de Chile para esta especie (AY?294354,
GenBank) y una secuencia de Peri (BG-242), correspondiente al espécimen
morfologicamente identificado como R. skottsbergii (Tabla 7). Estas secuencias difieren

geneticamente en un 0.7 % (Tabla 8).

El clado Rhodymenia sp. agrupa dos secuencias de la costa central de Peru (BG-243, BG-
275), que corresponden a especimenes morfolégicamente identificados como R.
californica (Tabla 7), pero las secuencias BG-243 y BG-275 no se asocian a la secuencia
de R. californica de EE. UU. (KU687844, GenBank), ni a ninguna otra secuencia
disponible en la base de datos de GenBank (Figura 2). Las secuencias de Rhosymenia sp.

corresponden a un mismo haplotipo (divergencia genética=0).

El clado R. corallina agrupa la secuencia de R. corallina de Chile (AY168657, GenBank)
y 14 secuencias de Per( (Tabla 7). Estas 14 secuencias, corresponden a especimenes de las
siguientes morfoespecies: Rhodymenia cf. sp. 1 (BG-239, BG-245, BG-277), Rhodymenia
sp. 2 (BG-237), Rhodymenia sp. 3 (BG-244), R. cf. multidigitata (BG-246, BG-256, BG-
258), R. cf. howeana (BG-218, BG-241, BG-259), y R. cf. corallina (BG-216, BG-276,
BG-278) (Tabla 7). Este clado presenta cinco haplotipos y una divergencia intra-clado
méaxima de 0.5 % (Tabla 8).

El clado R. corallina 2 agrupa las secuencias de los especimenes con forma R. corallina
muestreados en Casma (BG-249, BG-250 y BG-300). Presenta tres haplotipos y una
divergencia intra-clado maxima de 0.3 %, separandose de R. corallina (el clado maés
cercano) por una distancia inter-clado media de 1.6 % (Tabla 8). La distancia inter-clado
minima entre R. corallina y R. corallina 2 es 1.4 % (Tabla 8).

La divergencia intra-clado en las secuencias de Rhodymenia de la costa central del Perd
varia entre 0 y 0.7 % vy los valores de las de distancias inter-clado, incluyendo todas las
secuencias de Rhodymenia analizadas (generadas en este estudio y de GenBank), varian
entre 1.4y 11.4% (Anexo 2).
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Figura 2. Dendrograma resultante del analisis neighbour-joining de las secuencias rbcL de especies de
Rhodymenia.



Tabla 7. Cédigo, morfoespecie identificada y nombre del clado por neighbour-joining de los

especimenes de Rhodymenia de la costa central del Perd.

Cddigo Morfoespecie Clado

BG-216 Rhodymenia cf. corallina Rhodymenia corallina
BG-276 Rhodymenia cf. corallina Rhodymenia corallina
BG-278 Rhodymenia cf. corallina Rhodymenia corallina
BG-218 Rhodymenia cf. howeana Rhodymenia corallina
BG-241 Rhodymenia cf. howeana Rhodymenia corallina
BG-259 Rhodymenia cf. howeana Rhodymenia corallina
BG-246 Rhodymenia cf. multidigitata Rhodymenia corallina
BG-256 Rhodymenia cf. multidigitata Rhodymenia corallina
BG-258 Rhodymenia cf. multidigitata Rhodymenia corallina
BG-239 Rhodymenia sp.1 Rhodymenia corallina
BG-245 Rhodymenia sp.1 Rhodymenia corallina
BG-277 Rhodymenia sp.1 Rhodymenia corallina
BG-237 Rhodymenia sp.2 Rhodymenia corallina
BG-244 Rhodymenia sp.3 Rhodymenia corallina
BG-249 Rhodymenia cf. corallina Rhodymenia corallina 2
BG-250 Rhodymenia cf. corallina Rhodymenia corallina 2
BG-300 Rhodymenia cf. corallina Rhodymenia corallina 2
BG-243 Rhodymenia cf. californica Rhodymenia sp.
BG-275 Rhodymenia cf. californica Rhodymenia sp.
BG-242 Rhodymenia cf. skottsbergii Rhodymenia skottsbergii
BG-236 Rhodymenia cf. flabellifolia Rhodymenia flabellifolia
BG-238 Rhodymenia cf. flabellifolia Rhodymenia flabellifolia
BG-299 Rhodymenia cf. flabellifolia Rhodymenia flabellifolia
BG-302 Rhodymenia cf. flabellifolia Rhodymenia flabellifolia
N256 Rhodymenia cf. flabellifolia Rhodymenia flabellifolia




Tabla 8. Distancias maximas intraclados, y distancias minimas y medias a la especie/clado de Rhodymenia
mas cercano.

. . Distancia . . .
Distancia I . ) Distancia media
. o minima inter- Especie/clado més .

Especie/clado maxima intra- ifica/clad al mas cercano

clado (%) especifica/clado cercano (%)

(%)
R. corallina 0.5 1.4 R. corallina 2 1.6
R. corallina 2 0.3 1.4 R. corallina 1.6
R. flabellifolia 0.1 6.7 R. capensis 6.8
Rhodymenia sp. 0.0 5.4 R. corallina 5.8
R. skottsbergii 0.7 7.6 R. corallina 2 7.9
R. pseudopalmata - 7.7 R. delicatula 7.7
R. capensis - 1.6 R. obtusa 1.6
R. obtusa - 1.6 R. capensis 1.6
R. californica - 4.1 R. intricata 4.1
R. intricata - 4.1 R. californica 4.1
R. pacifica - 4.7 R. intricata 4.7
R. rhizoides - 1.7 R. bamfieldensis 1.7
R. bamfieldensis - 1.7 R. rhizoides 1.7
R. delicatula - 7.1 R. rizoides/ 7.1
R. bamfieldensis

R. stenoglossa - 6.7 R. capensis 6.7

4.2.2. ANALISIS FILOGENETICOS

Las especies de Rhodymenia se agruparon en un clado monofilético que se divide en R.
pseudopalmata y otro subclado (valores de bootstrap en ML BS=100 y valores de
probabilidad posterior bayesiana BP=100), que esta formado por dos subclados
(BS=75/BP=97): en el primero se agrupan secuencias del Pacifico Norte (EE. UU., Canada
y Japdn), y en el segundo subclado se agrupan secuencias pertenecientes al Pacifico y

Atlantico Sur (Sudamérica, Australia y Sudafrica) (Figura 3).

Las muestras de Rhodymenia de la costa central del Perd formaron las mismas cinco
agrupaciones que en el andlisis NJ: Rhodymenia sp., R. skottsbergii, R flabellifolia, R.
corallina y R. corallina 2. El clado Rhodymenia sp. agrupa dos secuencias (BG-243, BG-

275), de Marcona y Pucusana, en un clado con alto soporte (BS=100/BP=100) que no se
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asocia a otras secuencias de la base de datos y se encuentra més cercano al grupo de R.
corallina. El clado R. skottsbegii agrupa la secuencia BG-183 de Marcona (Per() con R.
skottsbergii de Chile (AY294354, GenBank) en un clado con alto soporte
(BS=100/BP=100). EI clado R. flabellifolia agrupa cinco secuencias (BG-236, BG-302,
BG-299, BG-238, N256) de especimenes colectados en Marcona (2), Paracas (1), Callao
(1) y Ancén (1); estas secuencias forman un clado monofilético con alto soporte
(BS=100/BP=100), que es parte del clado que contiene las especies R. obtusa y R. capensis
de Sudafrica (BS=64/BP=96). Hasta la fecha, no existen secuencias disponibles de R.

flabellifolia de Concepcion, Chile (localidad tipo) en GenBank.

Por otro lado, 17 especimenes de gran variabilidad morfoldgica de R. corallina formaron
un grupo monofilético (BS=94/BP=100) dividido en dos clados, denominados R. corallina
y R. corallina 2 (BS=100/BP=100 de soporte). El clado R. corallina se divide formando
dos subclados (BS=99/BP=100), uno de ellos incluye secuencias de Ancon (BG-237),
Callao (BG-241, BG-259, BG-258, BG-256), Pucusana (BG-246), Paracas (BG-216, BG-
277, BG-278, BG-276) y Marcona (BG-239, BG-244, BG-245), observandose la presencia
de tres haplotipos. El segundo grupo incluye la secuencia BG-218 de Marcona y la
secuencia de R. corallina (AY168657) de Chile, para la cual no se especifica si el
espécimen fue colectado en la localidad tipo (Concepcion). El segundo clado R. corallina 2
(BS=99/BP=97) incluye tres secuencias (BG-249, BG-250, BG-300) de especimenes
recolectados en Casma (Ancash).
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Figura 3. Construccion filogenética resultante del anélisis Maxima verosimilitud (ML) de las secuencias de
rbcL, inclyendo valores del andlisis de Inferencia Bayesiana (IB). Los valores de bootstrap mayores a 74 y
los valores de probabilidades bayesianas posteriores mayores a 89 estan resaltados, mientras los valores
representados con un guion (-) corresponden a los nodos donde la topologia del analisis de IB y ML no de
corresponden. Los soportes al 100% estan representados con un asterisco (*).



4.2.3. DELIMITACION MOLECULAR DE ESPECIES

Los modelos GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescent) y PTP (Poisson Tree
Processes) permitieron inferir el nidmero de especies distintas a partir de arboles
filogenéticos. Utilizando el arbol ultramétrico obtenido en BEAST se realizaron los
analisis para el calculo de un limite o umbral Gnico y umbrales multiples con GMYC; y
con la construccion filogenética de ML, resultante en RAXML, se realizaron los anélisis
PTP y bPTP (de la Cadena Mendoza, 2016).

Tres de los cuatro andlisis realizados (PTP, bPTP y el célculo de un umbral Unico en
GMYC) coinciden en la delimitacion de los cinco clados identificados en los arboles
filogenéticos los clados R. flabellifolia, R. skottsbergii, Rhodymenia sp., R. corallina y R.
corallina 2 como especies genéticas distintas, en base al marcador rbcL. Sélo el calculo de
umbrales multiples en GMYC resulté en la delimitacion de seis especies putativass, al
considerar como una especie distinta al subclado formado por R. corallina de Chile
(AY294354, GenBank) y R. corallina de Marcona, Pert (BG-218) (Figura 4).
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Figura 4. Solucion de los clados inferidos con los modelos de delimitaciéon de especies GMYC (umbral
Unico y umbral multiple), PTP y bPTP visualizados sobre el arbol ultramétrico inferido en BEAST 2.1. Este
fue construido con las secuencias estudiadas (una por cada haplotipo), con la adicién de secuencias de
GenBank: R. corallina (AY168657 Chile), R. skottsbergii (AY294354 Chile) y dos especies de Botryocladia
como grupo externo. Sobre cada rama se indica el valor de la probabilidad posterior, (*) representa soporte
total (100). Se indica el valor de soporte de cada clado, inferido con los modelos PTP y bPTP.



4.3 ANALISIS MORFOLOGICO

A continuacion, se presentan las caracteristicas morfologicas de los cinco clados de
Rhodymenia de la costa central del Peru diferenciados molecularmente.

e Rhodymenia corallina (BORY) GREVILLE (Figuras 5y 6)

BASONIMO: Sphaerococcus corallina Bory 1828

SINONIMOS: Sphaerococcus corallina Bory 1828

LOCALIDAD TIPO: Concepcion, Chile (Bory de Saint-Vincent 1828).
MATERIAL COLECTADO: Ochenta especimenes

LOCALIDAD DE COLECTA: Ancon, Callao, Pucusana, Paracas, Marcona

Talo de 6-44.5 cm de longitud, con un disco de fijacién pequefio (0.5-3 mm), adhesivo y
con forma irregular, del cual crecen estolones y estipes con forma semi-cilindrica en la
base (hasta 2.5 cm de longitud), que se aplanan formando laminas de base acufiada.
Ramificacion simpodial, con frondas divididas tres a 17 veces de forma dicotdmica e
irregular en un solo plano. Los segmentos varian en longitud (0.2-7.6 cm) y ancho (0.1-6
cm), pero suelen ser estrechos en la base. Existe una gran variedad morfoldgica de las
frondas, en tamafio (8.9-44.5 cm), expansion y division de las mismas (Figura 5), también
pueden presentar abundantes proliferaciones a partir de zonas dafiadas de la lamina, asi
como del estipe. Presentan médula compacta con cuatro a siete capas de células
pseudoparenquimatosa, dos a tres células centrales son redondeadas o axialmente alargadas
e incoloras en la parte central y disminuyen de tamafio hacia la corteza. La corteza esta
conformada por una a tres capas de células rojizas, la capa externa de células pequefias y la

interna de células oblongas horizontalmente mas alargadas (Figura 6A).

Los cistocarpos se distribuyen de forma irregular, desde la parte media de la ldmina hasta
los apices, en ambas caras e incluso pueden crecer en los bordes de las laminas. Poseen
forma semiesférica y globosa, con un ostiolo prominente, a veces picudo (Figuras 6B y 6C)
0 no sobresaliente. Mientras que los tetrasporangios se encuentran agrupados en soros con
bordes no definidos que se extienden desde, los extremos hacia el centro del segmento en
ambas caras. Se ubican en la zona subapical y en las ultimas divisiones de la fronda, o
extendidos en hileras paralelas a los bordes (Figura 6D). Los tetrasporangios cruciados se
encuentran insertos en la corteza, sin generar modificacion (Figura 6E). No se encontro

material reproductivo masculino.
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BG-246

BG-258

Figura 5. Habito de los especimenes de Rhodymenia corallina colectados en la costa central del Pert que fueron incluidos en el analisis molecular. BG-
277, BG-276, BG-278 y BG-216 fueron colectados en Paracas; BG-244, BG-245, BG-239 y BG-218 en Marcona; BG-246 en Pucusana; BG-256, BG-
241, BG-258 y BG-259 en Callao; y BG-237 en Ancén. Barras de escala: 5 cm.



A

Figura 6. Morfologia externa e interna de soros tetrasporangiales, cistocarpos y segmento vegetativo de
Rhodymenia corallina. A: Seccién longitudinal de un segmento vegetativo de la zona subapical, tincion
con azul de anilina, mostrando la corteza (c) y la médula (m) (BG-276). B. Distribucion de los
cistocarpos sobre la fronda (BG-245). C. Seccion transversal de un cistocarpo maduro (BG-245). D.
Soros tetrasporangiales de forma irregular y borde no definido (s), ubicados en la zona subapical, se
extienden formando hileras paralelas a los bordes (BG-276). E. Seccidn longitudinal de un soro
tetrasporangial, mostrando tetrasporangios con division cruciada insertos en la corteza (t) (BG-277).
Barras de escala: Fig. 6, 500 um; Fig. 7, 50 um; Fig. 8, 1 mm; Fig. 9, 500 pm; Fig. 10, 200 um; Fig. 11,
50 pm.



e Rhodymenia corallina 2 (Figura 7)

MATERIAL COLECTADO: Siete especimenes
LOCALIDAD DE COLECTA: Casma

Talo de 10-29.5 cm de alto con un disco basal simple (2-4.5 mm). Posee un estipe corto
(1 cm) de 1-4.5 mm de didmetro, con proliferaciones estoloniferas (a veces abundantes)
que crecen desde la base del disco y a lo largo de todo el estipe, incluso desde el inicio de
la Iamina, que pueden desarrollarse a modo de rhizoides o formar otras frondas. Frondas
aplanadas y estipadas, con expansion flabelar (con mayor notoriedad desde la parte media
de la lamina) y divisién dicotomica irregular; la dicotomia también se ve ensombrecida por
la ocurrencia de proliferaciones a partir de areas dafiadas de la lamina (Figuras 7A, 7B y
7C). Las frondas se dividen dicotdbmicamente de 5 a 11 veces, con segmentos de 3-30 mm
de longitud y 4-12 mm de ancho. La corteza est4d conformada por una a dos capas de
células pigmentadas; la capa externa con células redondeadas y la interna con células
oblongas; médula compacta con 4-7 capas de células en los segmentos medios y finales,
siendo las 2-3 centrales, de mayor diametro, reduciéndose de tamafio hacia la corteza, con
una capa de células oblicuas como una forma intermedia entre las células de la corteza y la

médula (Figura 7D).

Cistocarpos semiesféricos, con presencia de un ostiolo; se encuentran dispersos en la
fronda, desde la parte media, y en las proliferaciones (Figuras 7E y 7F). Los
tetrasporangios se encuentran agregados en soros de forma irregular o de media luna, que
estan ubicados en la parte apical o subapical de los ultimos segmentos (Figuras 7G y 7H).
No todos los soros presentan un contorno definido, sobre todo en proliferaciones jovenes;
algunos tienden a dispersarse en el limite mas cercano a la base (Figura 7H). Los
etrasporangios presentan division cruciada y se encuentran incrustados en las células de la
corteza, generando una leve modificacion por el desplazamiento de las células aledafias
frente al crecimiento de las tetrasporas (Figura 71). No se encontr6 material reproductivo

masculino.
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Figura 7. Habito, morfologia externa e
interna de soros tetrasporangiales,
cistocarpos y segmento vegetativo de
Rhodymenia coralina 2.

A: Habito del gametofito femenino (BG-
300).

By C: Habito de los tetrasporofitos BG-
250 y BG-249.

D: Seccion longitudinal de un segmento
vegetativo, tefiido con azul de anilina,
mostrando la corteza (c) y la médula (m)
(BG-300).

E: Distribucion de los cistocarpos sobre
el area apical (BG-300). F: Seccion
transversal de un cistocarpo maduro
(BG-300).

G: Distribucién de los soros
tetrasporangiales (s) con contorno
definido, ubicados cerca al apice (BG-
250).

H: Distribucion de dos soros
tetrasporangiales (S) con contorno
definido solo de un lado, ubicado cerca

T &"ﬁ@‘?‘c ‘°"g"""""f;'@.%',,’éif’r‘:é':“' Lo al apice (BG-249).
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¢ Rhodymenia sp. (Figura 8)

OTROS REGISTROS: Rhodymenia californica (Dawson et al., 1964)
MATERIAL COLECTADO: Dos especimenes
LOCALIDADES DE COLECTA: Pucusana, Marcona

Talo pequefio, de 3-5 cm, fronda aplanada y presencia de un pequefio disco de fijacion
(menor a 2 mm); se observo que algunos individuos crecian a partir de laminas viejas,
sobre las que se adhieren discos de otros individuos, en algunos ejemplares no se
encontraron discos, y las frondas se presentaron unidas en distintos puntos. Posee un estipe
subcilindrico muy corto (1 mm), con frondas divididas dicotomicamente de forma irregular
en un solo plano (6-9 veces dividida) y segmentos de 0.9-5.8 mm de largo y 1.2-2.5 mm de
ancho. Proliferaciones presentes en la base, y a partir de areas dafiadas (Figura 8A).
Internamente, presenta una médula compacta, con 4-9 capas de células, las méas grandes se
encuentran al centro y su tamafio va disminuyendo gradualmente hacia la corteza,
conformada por 1-4 capas de células pequefias, el limite entre ambas parece confuso en
algunas areas (Figura 8B).

Cistocarpos globosos semiesféricos (Figura 8C). Tetrasporangios agregados en soros
redondeados, con bordes definidos que se ubican en la parte apical y cerca al apice (Figura
iError! No se encuentra el origen de la referencia.8D). Tetrasporangios con division ¢
ruciada, a veces tetraédrica se encuentran insertos entre las células de la corteza, generando
una ligera modificacién por el alargamiento y desplazamiento de las células (Figura 8E).

No se encontrd material reproductivo masculino.
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Figura 8. Habito, morfologia
externa e interna del soro
tetrasporangial, un cistocarpo y
segmento vegetativo de
Rhodymenia sp.

A: Habito de individuos
tetrasporofitos (BG-175).

B: Seccidn longitudinal de un
segmento vegetativo, tefiido con
azul de anilina, mostrando la corteza
(c) y lamédula (m) (BG-243).

C: Seccion transversal de un
cistocarpo maduro (BG-275).

D: Distribucion de los soros
tetrasporangiales sobre el &rea apical
(s) (BG-275).

E: Seccion longitudinal de un soro
tetrasporangial mostrando los
tetrasporangios cruciados (t) insertos
en la corteza (BG-243).

Barras de escala: Fig. A, 5 cm; Fig.
B, 50 um; Fig. C, 200 um; Fig. D, 1
mm; Fig. E, 50 um.



¢ Rhodymenia skottsbergii E. Y. DAWSON (Figura 9)

SINONIMOS: Dendrymenia skottsbergii

LOCALIDAD TIPO: Bahia de Concepcion, Concepcion, Chile (Dawson, 1941)
MATERIAL COLECTADO: Tres especimenes

LOCALIDAD DE COLECTA: Marcona

Talos de hasta 12 cm de alto con un disco simple (1.2-6 mm de didmetro) del cual crecen
estipes rigidos y erectos de 1-3 cm de longitud. De la base de los estipes, se desarrollan
proliferaciones estoloniferas que envuelven la base a la cual se fijan, cumpliendo la
funcién de estructuras secundarias de fijacion. Ramificacion simpodial, con frondas (2.5-5
cm de longitud) palmadas de textura coridcea y division dicotomica irregular, con
segmentos de 1-2.6 cm de longitud y 0.4-1.6 cm de ancho, presenta un tipo de
organizacion amplexicaule (crecimiento alrededor del estipe) (Figura 9A). Posee una
médula compacta con 7-9 capas de células con mayor tamafio en las 2-3 capas centrales
que va disminuyendo hacia la corteza. El limite entre las células de la médula y la corteza
no siempre es claro, debido al cambio gradual de tamafio de sus células. La corteza se
encuentra formada por 2-4 capas de células, la capa externa, con células pequefias y
redondeadas; mientras que las células de las capas internas son oblongas con mayor

tamario hacia el centro (Figura 9B).

Los tetrasporangios se agrupan en soros redondeados con bordes definidos, que abarcan
casi todo el ancho del 4pice donde se ubican, excepto los bordes (Figuras 9C y 9D).
Tetrasporangios cruciados y alargados, insertos en la corteza, producen una ligera
modificacion debido al alargamiento y desplazamiento de las células de la corteza (Figura

9E). No se encontré material reproductivo femenino ni masculino.
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Figura 9. Habito y morfologia externa e
interna del soro tetrasporangial y segmento
vegetativo de Rhodymenia skottsbergii.

A: Habito del tetrasporofito (BG-242).

B: Seccién longitudinal de un segmento
vegetativo, tefiida con azul de anilina,
mostrando la corteza (c) y médula (m)
(BG-242).

C y D: Distribucion de tres soros
tetrasporangiales (s) con contorno definido,
ubicados en el apice (BG-242).

E: Seccion transversal de un soro
tetrasporangial, mostrando las tetrasporas
cruciadas (t) insertas en la corteza (BG-
242).

Barras de escala: Fig. A, 5 cm; Fig. B, 100
um; Fig. C, 2 mm; Fig. D, 1 mm; Fig. E,
500 um.



¢ Rhodymenia flabellifolia (BORY) MONTAGNE (Figura 10)

BASONIMO: Sphaerococcus flabellifolius Bory 1828
SINONIMOS: Sphaerococcus flabellifolius Bory 1828
Dendrymenia flabellifolia (Bory) Skottsberg 1923
LOCALIDAD TIPO: Concepcion, Chile (Bory de Saint-Vincent 1828)
MATERIAL COLECTADO: Veinte especimenes
LOCALIDADES DE COLECTA: Casma, Ancon, Callao, Pucusana, Paracas,
Marcona
Talos con numerosas ramificaciones en ejes que miden hasta 44 cm de alto. Crecen a partir
de rizoides estoloniferos, que originan ejes semicilindricos, rigidos y erectos de 1-3 mm de
didmetro y con ramificacién simpodial. Frondas de hasta 11 cm de longitud, estipadas,
sésiles, angostas en la base, flabeladas y divididas de forma dicotdmica irregular, con
segmentos de 0.3-4.6 cm de longitud y 0.1-2.2 cm de ancho. Presentan proliferaciones que
crecen a partir del estipe, algunos estolones y de partes dafiadas de la ldmina (Figuras 10A
y 10B). Internamente presenta una corteza formada por 1-4 capas de celulas, la capa
externa con células pequefias y redondeadas, y las internas con células oblongas con un
ligero alargamiento horizontal, que se pronuncia mas en capas mas internas; la médula
compacta esta conformada por 4-10 capas de células transparentes, cuyo tamafio disminuye

gradualmente hacia la corteza (Figura 10C).

Cistocarpos semiesféricos y globosos, crecen en ambas caras de las laminas, incluso en los
bordes (Figura 10D). Los tetrasporangios se agrupan en un &rea limitada en la zona
subapical formando soros sin bordes definidos (Figura 10E). Los tetrasporangios, con
division cruciada a veces tetraédrica, crecen insertos en la corteza generando un ligero
alargamiento y desplazamiento en las células de la capa mas externa, sin presentar
estructuras nemateciales o modificacion en la corteza (Figura 10F). No se encontro

material reproductivo masculino.
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Figura 10. Habito, morfologia externa
e interna del soro tetrasporangial, un
cistocarpo y segmento vegetativo de
Rhodymenia flabellifolia.

Ay B: Habito del tetrasporofito (BG-
299, BG-236).

C: Seccion longitudinal de un
segmento vegetativo mostrando la
médula (m) y la corteza (c) (N256).
D: Seccion transversal de un
cistocarpo maduro (N256).

E: Distribucion de los soros
tetrasporangiales (s) en el area apical y
subapical (BG-302).

F: Seccién transversal de un soro
tetrasporangial, mostrando
* tetrasporangios cruciados (t) insertos
en la corteza (BG-302).

. Barras de escala: Figuras 31y 32, 5

cm; Fig. 33, 200 pm; Fig. 34, 50 pm;
Figuras 35 y 36, | mm; Fig. 37, 50 um.



Tabla 9. Comparacion de las caracteristicas morfologicas las especies de Rhodymenia delimitadas genéticamente.

Rhodymenia corallina

Rhodymenia corallina 2

Rhodymenia sp.

Rhodymenia skottsbergii

Rhodymenia flabellifolia

Tamafio

Estructura(s) de
fijacion

Estipe

Laminas

Ramificacion

Segmento laminar

Namero de divisiones

Corteza (Segmentos
medios y apicales)

6-44.5 cm

Disco adhesivo irregular
(0.5-3 mm de didmetro).
Puede desarrollar
proliferaciones rizoidales

Semicilindrico, delgado
0.8-2.5cm de largo y 0.6-
1.6 mm de didmetro

Estipadas, aplanadas, de
division dicotomica e
irregular, pueden
expandirse de forma
flabelar, angostas en la
base

Ramificacion simpodial

0.2-7.6 cm de largo
y 0.1-1.6 cm de ancho

3-17

1-3 capas de células

10-29.5cm

Base callosa o disco
(hasta 4.5 mm de
didmetro). Rizoides
estoloniferos que crecen a
partir del estipe

Semicilindrico,
semirigido 0.2-1 cm de
largo y 1-4.5 mm de
didmetro

Estipadas, aplanadas,
divididas
dicotdmicamente de
forma irregular Expansion
flabelar, angostas en la
base, y luego de cada
division

Ramificacion simpodial

0.3-3 cm de largo
y 0.3-1.2 cm de ancho

5-11

1-2 capas de células

3-5¢cm

Pequefio disco de fijacion

(<2mm), puntos de union

en las laminas de distintos
individuos

Semicilindrico, muy corto
(1-3 mm de largo), se
aplana formando una

lamina

Aplanadas, nacen del
disco o a partir de un
estipe corto. Se expanden
de forma dicotémica
irregular, mas angostas en
la base, luego de cada
divisién
No clara, division
dicotémica irregular

0.9-5.8 mm de largo
y 1.2-2.5 mm de ancho

6-9

1-4 capas de células

5.5-12 cm

Disco simple y estolones
rizoidales como estructura
secundaria

Semicilindrico, rigido y
erecto de 1-3 cm de largo

Coriéceas de 2.5-5 cm de

longitud, se desarrollan a

partir de ramificaciones
estipadas rigidas

Ramificacion simpodial,
de estructura
amplexicaule

1-2 cm de largo
y 0.4-1.6 cm de ancho
5-7

2-4 capas de células

27.5-44 cm

Rizoides estoloniferos
fuertemente agregados

Semicilindrico, rigido y
erecto, 1.5-3 mm de
didametro. Crecen como
ramificaciones a partir de
estolones

Sésiles y coriaceas,
crecen de ramificaciones
estipadas, expandidas de

forma flabelar

Ramificaciones
subcilindricas rigidas,
divididas simpodialmente

0.3-4.6 cm de largo
y 0.1-2.2 cm de ancho
2-9

1-4 capas de células




Continuacion

Rhodymenia corallina

Rhodymenia corallina 2

Rhodymenia sp.

Rhodymenia skottsbergii

Rhodymenia flabellifolia

Médula (Segmentos
medios y apicales)

Proliferaciones

Tetrasporangios

Distribucion de los
tetrasporangios

Modificacion de la
corteza por los
tetrasporangios

4 a 7 capas de células

Crecen sobre el estipe y a
partir de las partes
dafiadas de la lamina

Tetrasporangios insertos
en la corteza

Dispersos o ligeramente
agregados en la zona
subapical de las ldminas y
las proliferaciones, crecen
a partir de los bordes
hacia el centro del
segmento y/o paralelo a
los bordes

No generan modificacion,
salvo el desplazamiento
de las células aledafias por
el crecimiento de los
tetrasporangios

4-7 capas de células

Crecen sobre el estipe, la
base de algunas laminas,
y a partir de las partes
dafiadas de la lamina

Tetrasporangios insertos
en la corteza

Agregados en soros,
usualmente con borde
definido, crecen a partir
del centro del segmento
laminar, en la parte apical
y subapical de los Gltimos
segmentos y las
proliferaciones

No generan modificacion,
salvo el desplazamiento
de las células aledarias por
el crecimiento de los
tetrasporangios

4-9 capas de células

Crecen a partir de zonas
dafiadas de la lamina

Tetrasporangios insertos
en la corteza

Agregados en soros
redondeados con borde
definido, ubicados en la

parte apical y/o subapical
de los altimos segmentos

y las proliferaciones

No generan modificacion,
salvo el desplazamiento
de las células aledafias y

un ligero alargamiento de

las mismas

7-9 capas de células

Crecen a partir de la base
del estipe, como rizoides

Tetrasporangios insertos
en la corteza

Agregados en soros
redondeados, con borde
definido, ubicados en la

parte apical de las ldaminas

Ligera modificacion por
el alargamiento y
desplazamiento de las
células y la alta densidad
de tetrasporangios

4-10 capas de células

Crecen en la base del
estipe, a partir de algunos
estolones, y sobre areas
dafiadas de la lamina

Tetrasporangios insertos
en la corteza

Agregados en soros con
forma de bandas o de
forma irregular, sin borde
definido, en el area apical
de los ultimos segmentos
y de las proliferaciones

Ligera modificacion por
el alargamiento y
desplazamiento de las
células




4.4  DISCUSION

Las especies de Rhodymenia presentan una gran diversidad morfoldgica (Filloramo &
Saunders, 2016b). El grosor del talo y la conformacién de los segmentos es tan variable
que dificulta la determinacién de muestras a nivel de especie (Filloramo & Saunders,
2016b). Es por ello que la clasificacion de especies de Rhodymenia se ha basado en
caracteristicas reproductivas como la conformacion de los soros tetrasporangiales, asi
como de las caracteristicas vegetativas del desarrollo del estipite y de las estructuras de
fijacion (J. Agardh, 1852; 1876; Dawson, 1941).

La clasificacion en base a morfologia externa del material colectado durante esta
investigacion resultdé en la diferenciacion de nueve morfotipos, seis de ellos
correspondientes a las especies de Rhodymenia registradas en la costa central del Perd:
Rhodymenia flabellifolia, R. skottsbergii, R. howeana, R. corallina, R. multidigitata y R.
californica; asi como la diferenciacién de tres morfotipos cripticos asignados como
Rhodymenia sp. 1, sp. 2 y sp. 3. Los ejemplares de R. flabellifolia y R. skottsbergii fueron
clasificados con mayor facilidad debido a la morfologia caracteristica de R. flabellifolia
con ejes repetidamente ramificados de forma simpodial, y frondas sésiles y flabeladas
(Howe, 1914; Dawson, 1941; Dawson et al., 1964), asi como el caracteristico crecimiento

amplexicaule en R. skottsbergii (Dawson, 1941).

Ejemplares de R. howeana se caracterizan por el tamafio pequefio del estipe (0,4-0,5 cm) y
la expansion de las frondas, que se presentan abundantemente divididas de forma
dicotémica; diferenciandose del estipe de hasta 6 cm de largo y la ramificacion simpodial
de R. corallina (Dawson, 1941). Tres especimenes (dos de los cuales fueron colectados en
Callao, la localidad tipo) fueron diferenciados como R. howeana y seis especimenes como
R. corallina, los cuales presentan una gran variabilidad en la longitud y ancho de los

segmentos entre divisiones, asi como en la forma de los apices.

Los especimenes de R. multidigitata fueron morfolégicamente identificados por la forma
multidigitada de los &pices en base a la descripcion realizada por Dawson et al. (1964),
incluyendo dos especimenes colectados en la localidad tipo (Callao), diferentes entre si por

el ancho de los apices.

Dawson et al. (1964) diferenciaron R. californica por su tamafio pequefio y talo tupido.

Esta descripcion y la comparacion con el habito de los especimenes colectados en
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Pucusana por Dawson, depositados en el herbario del Museo de Historia Natural de San
Marcos (USM) (ANEXO 1), permitieron la clasificacion de dos especimenes colectados en
Pucusana y Marcona como R. californica por la similaridad morfolédgica del habito con el

ejemplar determinado por Dawson.

La ausencia del disco y del estipe, asi como el dafio ocasionado por predadores, dificultd la
clasificacion de los especimenes agrupados como Rhodymenia sp. 1. El material varado se
encontrd incompleto, sin estructuras de fijacion ni estipe, y con patrones de division
dicotomica ensombrecidos por la depredacion de las frondas o el crecimiento de
proliferaciones. Este material fue clasificado como Rhodymenia sp. 2 y Rhodymenia sp. 3.
En estos ejemplares se ignora si el material colectado pertenece a la totalidad o la parte
final de la fronda, dificultando su clasificacién como R. corallina o R. howeana.

El andlisis Neighbor-Joining (NJ) de las secuecnias de rbcL de Rhodymenia de Perd
evidencia la formacion de cinco clados con altos valores de bootstrap (Figura 2). El
analisis confirma la presencia de las especies R. skottsbergii y R. corallina en la costa
central del Per(, por comparacion y asociacion de los clados con las secuencias de R.
skottsbergii y R. corallina disponibles en GenBank provenientes de la localidad tipo o de
una localidad cercana a la tipo (Chile). Los ejemplares morfol6gicamente clasificados
como R. flabellifolia se agruparon en un clado monofilético, sin asociarse a otra especie de
Rhodymenia de la base de datos de GenBank (a la fecha del andlisis ain no se habian
secuencias disponibles en GenBank de R. flabellifolia que permitan su comparacion
molecular). El clado Rhodymenia sp. agrupa los ejemplares morfolégicamente
identificados como R. californica; sin embargo, no se asocian a la secuencia R. californica
(KU687844, GenBank) de la localidad tipo (EE. UU.), ni a otra secuencia de la base de
datos, lo que sugiere la presencia de una especie nueva de Rhodymenia. Finalmente, con
base en el agrupamiento resultante del analisis NJ se calcularon las distancias genéticas
intra e inter-clado. Las distancias genéticas entre las secuencias de los clados R. corallina 'y
R. corallina 2 (1.4 a 1.9 %) superan los valores de las distancias intra-clado (hasta 0.7 %),
y la divergencia entre ambos clados (1.6%) es comparable con la distancia geneética entre
las secuencias de las especies R. capensis y R. obtusa (1.6 %), y R. rizoides y R.
bamfieldensis (1.7 %) (disponibles en GenBank) (Tabla 8) evidenciando la existencia de

una brecha o gap entre las distancias intra-clado (0-0.7 %) e inter-clado (1.4-11.4 %) de las
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secuencias rbcL de Rhodymenia analizadas. Por ello R. corallina y R. corallina 2 se
consideran como clados separados.

En la construccidn filogenética resultante, las secuencias de Rhodymenia procedentes del
hemisferio sur se agrupan en un clado monofilético. Dentro de este grupo, el clado
R. flabellifolia se encuentra mas cercano a la agrupacion de las secuencias R. capensis y R.
obtusa de Sudéfrica que a la agrupacion del resto de secuencias de la Costa Temperada del
Pacifico de Sudamérica (Chile y Pert) (Figura 3). En el analisis filogenético de secuencias
rbcL de Hommersand & Fredericq (2003) también se observa la separacion entre especies
de Rhodymenia del hemisferio norte y sur; pero las secuencias del hemisferio sur
R. wilsonis, procedente de Nueva Zelanda, se posiciona de forma basal respecto al grupo
que contiene el clado con especies de Sudafrica (R. capensis y R. obtusa) y el clado con
especies de Sudamérica (R. skottsbergii de Chile y Rhodymenia sp. de Argentina).
Hommersand & Fredericg (2003) sugieren que las especies de Rhodymenia del hemisferio
sur se habrian originado en Australasia, y se dispersaron hacia Sudamérica y Sudafrica. En
el presente estudio, no es posible concluir acerca de la posicion de R. stenoglossa
(Australia) respecto a los otros clados, debido al bajo soporte de la rama en la que deriva.
Pero, de forma similar a los resultados de Hommersand y Fredericq, se observa la
formacion de un clado que agrupa secuencias de Sudameérica, exceptuando el clado R.

flabellifolia, que se agrupa con las secuencias de Sudafrica.

Al igual que el analisis NJ, la construccion filogenética inferida resulta en la formacion de
cinco clados monofiléticos bien soportados (100% de soporte o valores mayores a 95 en
BS y BP) (Figura 3): R. skottsbergii, R. flabellifolia, R corallina, R. corallina 2 y
Rhodymenia sp. Los anélisis de delimitacion de especies, aplicados a las secuencias de
Rhodymenia de la costa central para determinar el nimero de especies entre los clados,
resultaron en la identificacion de cinco grupos de especies genéticamente diferecniadas
(Figura 4).

Rhodymenia skottsbergii se presenta como un clado bien definido en la construccion
filogenética. Presenta dos haplotipos, procedentes de Chile (localidad tipo) y de la muestra
de estudio de Perl (BG-242). Morfolégicamente, las muestras colectadas en Per( se
diferencian de otras especies de Rhodymenia, principalmente, por la estructura
amplexicaule, asi como por la coloracion rojo parduzca a verde, similar a la de algunos

ejemplares de R. flabellifolia. Los especimenes analizados morfoldgicamente (tres)

50



presentan formas poco variables y no se confunden con R. flabellifolia. Histéricamente, R.
skottsbergii solo ha sido registrada en Per( para Arequipa y Moquegua; sin embargo,
recientemente se amplio su distribucion hasta Ica con su reporte en la localidad de Pisco
(Calderon et al., 2020). En el presente estudio, sélo se registrd la especie R. skottsbergii

para la localidad de Marcona (Ica).

La clasificacion morfoldgica de R. flabellifolia se facilitd debido a su forma caracteristica,
por el tipo de ramificacion simpodial, con multiples ramificaciones estipadas que emergen
de estolones rizoidales, asi como la forma y coloracion de sus ldminas flabeladas que
facilitan su determinacién. No obstante, hasta la fecha no existen registros de secuencias de
R. flabellifolia colectadas en la localidad tipo (Concepcidn, Chile), ni colectas recientes de
la especie en Concepcion que permitan la comparacion molecular con especimenes de la
localidad tipo. Por lo anterior, molecularmente se puede confirmar su pertenencia a un
clado monofilético diferenciado y morfolégicamente se puede confirmar su identidad. Es
importante aclarar que, si bien no se incluyeron secuencias de Casma ni Pucusana en el
andlisis molecular, si se colectaron especimenes de R. flabellifolia en dichas localidades,

confirmando su presencia a lo largo de la costa central.

En la construccion filogenética inferida de ML (Figura 3), el clado asociado a R. corallina
de Chile (localidad tipo) agrupa 14 secuencias de especimenes identificados
morfolégicamente como R. cf howeana, R. cf multidigitata, R. cf corallina, asi como los
morfotipos Rhodymenia sp. 1, sp 2., y sp.3 (Figura 3). Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Calderon et al. (2020), cuyas secuencias de R. cf howeana y R. cf
multidigitata también se asocian a Rhodymenia corallina, sugiriendo que las especies R.

howeana y R. multidigitata son en realidad registros de R. corallina.

En el analisis de las secuencias de R. corallina 2 como un clado distinto, se evidencio la
presencia de un gap o una brecha entre las distancias intra-clado maximas y las distancias
inter-clado minimas de todas las secuencias analizadas (Tabla 8). Ademas, el rango de
divergencia entre ambos clados (nombrados R. corallina y R. corallina 2) varia entre 1.4y
1.9 %, siendo la distancia minima (1.4 %) de un valor cercano, aunque menor, a las
distancias interespecificas entre otras especies de Rhodymenia (1.6 y 1.7 %) (Tabla 8).
Ante estos resultados, los analisis de delimitacion molecular de especies con los modelos
PTP y GMYC coincidieron en mostrar la separacion de ambos clados como especies

genéticamente distintas, en base al marcador rbcL (Figura 4). Morfol6gicamente, los
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especimenes analizados de R. corallina 2, presentan las siguientes caracteristicas que los
distinguen de R. corallina: pueden desarrollar rizoides estoloniferos que crecen a partir de
un estipe (1-4.5 mm de diametro); la forma de las laminas es de amplia expansion flabelar;
los tetrasporangios crecen desde el centro del ancho del segmento subapical o apice y se
agregan hasta formar soros, con borde definido o disperso hacia el lado opuesto al apice; y
los tetrasporangios generan una ligera modificacion en la corteza de los individuos
tetrasporofiticos analizados (Figuras 7G y 7H). Siendo las caracteristicas tetrasporangiales

la principal distincién morfoldgica entre los grupos de Rhodymenia (Dawson, 1941).

La distribucion geogréafica de R. corallina, observada en el presente estudio, alcanza hasta
el norte de Lima, mientras R. corallina 2 solo ha sido colectada en Casma. La distribucion
geogréfica diferenciada de R. corallina 2, asi como la evidencia molecular y las
emergentes diferencias morfoldgicas sugieren que se trate de una especie distinta. La poca
divergencia genética entre ambos clados podria deberse a un proceso de especiacion
incipiente, o una reciente divergencia, considerando que el analisis realizado corresponde a
un solo locus, reflejando el proceso de divergencia para el gen rbcL, pero no
necesariamente el proceso evolutivo de la especie. En base a la evidencia molecular
apoyada por los resultados del analisis morfologico, en el presente estudio R. corallina 2 es
considerada una especie distinta. Para corroborar estos resultados es necesario el uso de
otras técnicas moleculares que permitan delimitar las especies identificadas y tener un
mejor entendimiento de las relaciones filogenéticas dentro del género, utilizando otros
marcadores plastidiales y nucleares como ITS. Este Gltimo utilizado para corroborar la
inferencia de delimitacion de especies, especialmente en linajes que han divergido
recientemente (Leliaert etal., 2014). También es necesario profundizar los analisis
morfolégicos y ampliar el rango geografico y el esfuerzo de muestreo, asi como aumentar
el numero de muestras para determinar precisamente la distribucion de R. corallina y

R. corallina 2 en la costa peruana.

Rhodymenia californica fue reportada para Peru por Dawson etal. en 1964, quienes
ampliaron su registro en base a material colectado en Pucusana (Lima). Por otro lado,
Calderodn et al. (2020) sugieren que los reportes de dicha especie pertenecen a R. corallina,
en base a los resultados obtenidos al analizar las secuencias rbcL de muestras identificadas
en campo como R. californica. En la presente investigacion, las muestras correspondientes

a los codigos BG-242 y BG-275, colectadas en Marcona y Pucusana e identificadas
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morfolégicamente como R. californica (en base a su tamafio, talo tupido y la comparacion
del habito con herbarios de la coleccion del Museo de Historia Natural de San Marcos -
USM.), se agruparon en un clado fuertemente soportado (BS=100/BP=100) (Figura 3) que
no se encuentra asociado a R. californica de EE.UU., y se presenta omo un clado distinto a
la especie R. corallina (Figura 4), lo cual sugiere la presencia de una nueva especie de
Rhodymenia. Morfoldgicamente, las muestras recolectadas se diferencian de R. corallina
por su tamafio pequefio (3-5 cm) y laminas dicotomica e irregularmente divididas con
segmentos claramente mas delgados y pequefios, asi como la densa agregacion de los
tetrasporangios formando soros apicales y subapicales de borde definido (aunque no
necesariamente con forma regular) y usualmente de forma redondeada. Estos resultados
evidencian la diferenciacion morfoldgica y genética de clado Rhodymenia sp. por lo cual se
considera una especie distinta a las descritas para Perd. Un mayor esfuerzo de muestreo y
el andlisis de los herbarios de la coleccion del Museo de Historia Natural de San Marcos,
donde se encuentra el voucher del espécimen identificado por Dawson (E. Y. Dawson
24610, afio 1963, Herbario San Marcos), asi como de otras colecciones de de Rhodymenia

son necesarios para confirmar si se trata de una nueva especie, 0 un nuevo registro.
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V. CONCLUSIONES

Mediante el uso de las secuencias codigo de barras rbcL y el analisis morfoldgico se
identificaron cinco especies del género Rhodymenia para la costa central del Peru: las
tres especies ya reportadas R. corallina, R. flabellifolia y R. skottsbergii; y se
diferenciaron dos especies referidas en el presente manuscrito como Rhodymenia sp.
y Rhodymenia corallina 2.

El marcador rbcL presenta buena resolucion para andlisis molecular a nivel de
especies en el género Rhodymenia.

Rhodymenia corallina posee una gran variabilidad morfologica externa en
ejemplares distribuidos en Ica y Lima (10-15°S), en el presente estudio no se han
reportado especimenes de R. corallina en Casma (9°S).

Las especies R. howeana y R. multidigitata reportadas en Ica y Lima son registros de
R. corallina.

El registro de Rhodymenia californica para Pucusana-Per( (12°S) es en realidad una
especie distinta no reportada para Pert, Rhodymenia sp., la cual también se encuentra
en Marcona (15°S)

Rhodymenia flabellifolia est4 presente en todas las localidades muestreadas de la
costa central del Peri (Casma, Ancon, Callao, Pucusana, Paracas y Marcona) (9-
15°S).

Rhodymenia skottsbergii estd presente en la costa central del Perd, en Ica, siendo

recolectada en el presente estudio en Marcona (15°S).



VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda complementar el estudio con otros marcadores moleculares, que
también han probado ser de utilidad en el estudio de Rhodymenia, como COI-5P e
ITS.

Incluir un mayor namero de especimenes por taxdn, para obtener un mejor panorama
de la variabilidad de haplotipos y morfotipos de cada especie. Esto permitiria un
analisis morfoldgico mas profundo que permita identificar los caracteres comunes de
importancia taxonémica.

Realizar trabajos colaborativos que permitan el estudio de la diversidad vy
distribucion del género en el ecosistema de la costa temperada del Pacifico y no solo

dentro de los limites de Pera.
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VIII.  ANEXOS



Anexo 1. Ejemplar prensado de Rhodymenia colectado y determinado por Dawson (1964) como
Rhodymenia californica y amplificacion de la etiqueta de herbario. Depositado en el Herbario
del Museo de Historia Natural de San Marcos (USM), codigo 24610
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Anexo 2. Matriz de distancias genéticas de todas las secuencias analizadas en el estudio, obtenidas con el modelo de sustitucion Kimura 2 parametros en
MEGA 7

Espécimen 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 |Rhodymenia pseudopalmata KF367793
2 | Rhodymenia corallina AY168657 0.090
3 | Rhodymenia corallina BG-218 0.092]0.001
4 [Rhodymenia corallina BG-241 0.090]0.003]0.003
5 |Rhodymenia corallina BG-245 0.090(0.003|0.003 | 0.000
6 |Rhodymenia corallina BG-258 0.090(0.003 | 0.003 | 0.000 | 0.000
7 | Rhodymenia corallina BG-259 0.090 { 0.003 { 0.003 | 0.000 | 0.000 | 0.000
8 |Rhodymenia corallina BG-246 0.090(0.003 [ 0.003 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
9 |Rhodymenia corallina BG-244 0.090(0.003 | 0.003 [ 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
10 | Rhodymenia corallina BG-216 0.090{ 0.003 { 0.003 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
11| Rhodymenia corallina BG-239 0.090(0.003 | 0.003 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
12 | Rhodymenia corallina BG-278 0.090 | 0.003 { 0.003 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
13 | Rhodymenia corallina BG-277 0.090( 0.003 | 0.003 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
14 | Rhodymenia corallina BG-276 0.08910.004]0.004 (0.001]0.001|0.001(0.0010.001]0.0010.001]0.001|0.001(0.001
15 | Rhodymenia corallina BG-256 0.093(0.005 | 0.005 | 0.002 [ 0.002 [ 0.002 [ 0.002  0.002 [ 0.002 | 0.002 [ 0.002 | 0.002 | 0.002 | 0.003
16 | Rhodymenia corallina BG-237 0.090{0.003 {0.003  0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.001 | 0.002
17 | Rhodymenia corallina BG-249 0.086(0.015(0.016 {0.016 {0.016 { 0.016 | 0.016 | 0.016 | 0.016 | 0.016 | 0.016 | 0.016 | 0.016 | 0.017 | 0.018 ] 0.016
18 | Rhodymenia corallina BG-250 0.086(0.014(0.015(0.015(0.015{0.015{0.015(0.015|0.015|0.015|0.015{0.015|0.015{0.016 { 0.017 [ 0.015 [ 0.001
19 | Rhodymenia corallina BG-300 0.08810.016]0.017(0.017/0.017]0.017(0.017]0.017]0.017 | 0.0170.017 | 0.017 (0.017] 0.018 | 0.019{ 0.017 | 0.003 | 0.002
20| Rhodymenia sp. BG-243 0.087(0.054 | 0.056 | 0.058 | 0.058 [ 0.058 | 0.058 [ 0.058 | 0.058 [ 0.058 | 0.058 | 0.058 | 0.058 | 0.059 | 0.060 | 0.058 | 0.058 | 0.058 | 0.059
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Espécimen 1t 23] als]se[7]e[oJwolulwelwslw|ws]w|[wz]w]w]-2
21| Rhodymenia sp. BG-275 0.087[0.0540.056 [ 0.058 [ 0.058 [ 0.058 [ 0.058 [ 0.058 [ 0.058 [ 0.058 | 0.058 [ 0.058 [ 0.058 [ 0.059 [ 0.060 [ 0.058 [ 0.058 [ 0.058 [ 0.059 [ 0.000
22| Rhodymenia capensis AF385646 0.086[0.071{0.071 [ 0.068 [ 0.068 [ 0.068 ] 0.068 | 0.068 | 0.068 [ 0.068 | 0.068 [ 0.068 | 0.068 [ 0.067 ] 0.071 [ 0.068 [ 0.069 [ 0.070 | 0.068 [ 0.068
23| Rhodymenia obtusa AF385647 0.003]0.075{0.075[0.072[0.072[ 0.072{0.072[ 0.072 [ 0.072[ 0.072 [ 0.072[ 0.072 [ 0.072 0.072 [ 0.075 [ 0.072 [ 0.075 [ 0.073 | 0.072 [ 0.074
24| Rhodymenia flabellifolia BG-236 0.093[0.077{0.077[0.075 [ 0.075 [ 0.075] 0.075 [ 0.075 [ 0.075 [ 0.075 [ 0.075 [ 0.075 [ 0.075 [ 0.076 [ 0.077 [ 0.075 [ 0.073 ] 0.073 ] 0.073 0.089
25 | Rhodymenia flabellifolia BG-299 0.093]0.077{0.077[0.075 [ 0.075 0.075 ] 0.075 [ 0.075 [ 0.075 [ 0.075 | 0.075 [ 0.075 | 0.075 [ 0.076 [ 0.077 [ 0.075 | 0.073 ] 0.073 ] 0.073 [ 0.089
26 | Rhodymenia flabellifolia BG-302 0.093[0.077{0.077[0.075 [ 0.075 [ 0.075 ] 0.075 [ 0.075 [ 0.075 [ 0.075 [ 0.075 [ 0.075 [ 0.075 [ 0.076 [ 0.077 [ 0.075 [ 0.073 0.073 [ 0.073 [ 0.089
27 [Rhodymenia flabellifolia N256 0.094]0.079]0.079[0.076 [0.076 [ 0.076 [ 0.076 [ 0.076 | 0.076 [ 0.076 [ 0.076 [ 0.076 | 0.076 [ 0.077] 0.078 [ 0.076 | 0.075 [ 0.075 | 0.075 | 0.089
28| Rhodymenia flabellifolia BG-238 0.094[0.079]0.079[0.076 [0.076 [ 0.076 [ 0.076 [ 0.076 [ 0.076 [ 0.076 [ 0.076 [ 0.076 [ 0.076 [ 0.077] 0.078 [ 0.076 [ 0.075 [ 0.075 [ 0.075 [ 0.089
29| Rhodymenia skottsbergii BG-242 0.094]0.0760.077[ 0.080 [ 0.080 [ 0.080{ 0.080 [ 0.080 | 0.080 0.080{ 0.080 [ 0.080 [ 0.080 [ 0.079 | 0.082 [ 0.080 [ 0.077 [ 0.076 [ 0.079 [ 0.089
30 [ Rhodymenia skottsbergii AY294354 |0.097|0.079[0.080 [ 0.083]0.083[0.083]0.083 [ 0.0830.083[0.083] 0.083[ 0.083 0.083[0.082 [ 0.085 [ 0.083 [ 0.080 [ 0.079 [ 0.082 [ 0.089
31| Rhodymenia californica KU687844  |0.0840.092 [ 0.093[0.092]0.092{0.092[0.092 [ 0.092]0.0920.092] 0.092 [ 0.092 [ 0.092 0.090 [ 0.094 [ 0.092 [ 0.090 [ 0.089  0.088 [ 0.092
32| Rhodymenia intricata AB383120 0.083]0.096 [ 0.097 [ 0.098 [ 0.098 [ 0.098 [ 0.098 | 0.098 | 0.098 [ 0.098 | 0.098 [ 0.098 | 0.098 [ 0.097 | 0.101 [ 0.098 [ 0.094 [ 0.093 | 0.092 [ 0.088
33| Rhodymenia pacifica KU687850 0.084]0.097{0.099 [ 0.097 [ 0.0970.097 [ 0.097 [ 0.097 [ 0.097 [ 0.097 [ 0.097 [ 0.097 [ 0.097 [ 0.096 [ 0.100 [ 0.097 [ 0.093 [ 0.092 [ 0.093 [ 0.100
34| Rhodymenia rhizoides KU687865 0.087[0.092{0.093[ 0.095 [ 0.095 [ 0.095 | 0.095 [ 0.095 [ 0.095 [ 0.095 | 0.095 [ 0.095 [ 0.095 [ 0.096 | 0.097 [ 0.095 [ 0.088 [ 0.088 | 0.086 [ 0.093
35| Rhodymenia bamfieldensis KU687884 |0.087 | 0.086 | 0.088 | 0.089]0.089 [ 0.089 [ 0.089 [ 0.0890.089 [ 0.089 ] 0.089 [ 0.089 [ 0.0890.090 [ 0.092 [ 0.089 [ 0.085 [ 0.085 [ 0.084 [ 0.087
36| Rhodymenia delicatula KU726696  0.077]0.090[0.092 [ 0.094]0.094 [ 0.094 [ 0.094 | 0.094]0.094 [ 0.094 | 0.094 [ 0.094] 0.094 | 0.093] 0.097 [ 0.094 ] 0.090 | 0.090 | 0.090 [ 0.084
37| Rhodymenia stenoglossa KU726706  |0.084 ] 0.084 [ 0.085 [ 0.082]0.082[0.082 [ 0.082 [ 0.082 0.082[0.082 [ 0.082 [ 0.082 [ 0.082 [ 0.084 [ 0.085 [ 0.082 | 0.081 | 0.080 | 0.083 [ 0.077
38| Botryocladia botryoides AY444169  |0.102]0.119[0.120[0.123]0.123]0.123] 0.123[ 0.123[ 0.123 0.123] 0.123[ 0.123[ 0.123 [ 0.121 [ 0.126 [ 0.123 [ 0.124 0.123 [ 0.114 [ 0.125
39 i‘l’jgygc;cggg'a pseudodichotoma 0.103]0.122[0.123]0.123[0.123] 0.123 | 0.123] 0.123 [ 0.123] 0.123 | 0.123] 0.123 | 0.123] 0.121 | 0.126 | 0.123 | 0.121 | 0.122 | 0.123| 0.131
40| Botryocladia leptopoda HQ400597  [0.105[0.117[0.118[0.119]0.119]0.129]0.129]0.129[0.110[0.129[0.129]0.119] 0.119{ 0.128 [ 0.122 [ 0.129] 0.121 [ 0.120[ 0.222 [ 0.131
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Espécimen 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 [ 32 | 33 | 34 | 35 | 36 | 37 | 38 | 39 | 40
21 [ Rhodymenia sp. BG-275
22 [ Rhodymenia capensis AF385646 0.068
23 [ Rhodymenia obtusa AF385647 0.07410.016
24| Rhodymenia flabellifolia BG-236 0.0890.067|0.085
25 | Rhodymenia flabellifolia BG-299 0.089{0.0670.085 | 0.000
26 | Rhodymenia flabellifolia BG-302 0.089 [ 0.0670.085 | 0.000| 0.000
27 | Rhodymenia flabellifolia N256 0.089{0.0690.086 | 0.001 [ 0.001 | 0.001
28| Rhodymenia flabellifolia BG-238 0.089 [ 0.069|0.086 | 0.001 | 0.001 { 0.001 | 0.000
29| Rhodymenia skottsbergii BG-242 0.089[0.089]0.087{0.100| 0.100{0.100] 0.101 | 0.101
30 | Rhodymenia skottsbergii AY294354 |0.089{0.092(0.090{0.1030.103{0.103|0.104 [ 0.104 | 0.007
31| Rhodymenia californica KU687844  [0.092{0.0730.075]0.098 [ 0.098 | 0.098 [ 0.099 | 0.099 | 0.087 | 0.088
32| Rhodymenia intricata AB383120 0.088{0.075]0.078{0.096 | 0.096 { 0.096 | 0.097 | 0.097 | 0.090 { 0.092 | 0.041
33| Rhodymenia pacifica KU687850 0.100{0.0860.085{0.112|0.112{0.112] 0.114 [ 0.114 | 0.089 | 0.091 | 0.049 | 0.047
34| Rhodymenia rhizoides KU687865 0.093[0.076]0.080{0.108|0.108 | 0.108 | 0.109 | 0.109 | 0.094 [ 0.095 | 0.050 | 0.056 | 0.062
35| Rhodymenia bamfieldensis KU687884 [0.087[0.0710.075{0.102[0.102{0.102 | 0.103{0.103 | 0.088 | 0.090 | 0.047 | 0.056 | 0.055 | 0.017
36 | Rhodymenia delicatula KU726696 | 0.084[0.080|0.084{0.093|0.093{0.093]0.094 [ 0.094 | 0.084 [ 0.0870.077{0.082| 0.086 [ 0.071 0.071
37| Rhodymenia stenoglossa KU726706  |0.077{0.0670.072{0.091 [ 0.091 {0.091 | 0.093 { 0.093 | 0.095 | 0.096 | 0.084 { 0.077 | 0.084 | 0.085 | 0.082 | 0.079
38| Botryocladia botryoides AY444169  [0.125{0.116[0.120{0.117[0.117]0.117|0.118]0.128 | 0.118 ] 0.121 [ 0.107 | 0.100 | 0.108 | 0.097 | 0.101 | 0.106 | 0.114
39 iﬁg‘é"%gg'a pseudodichotoma 0.131]0.111]0.114|0.117]0.117]0.127 [ 0.128 [ 0.128 [ 0.129 | 0.129| 0.127 | 0.116 | 0.130 | 0.115 | 0.114 | 0.108 | 0.118 | 0.080
40| Botryocladia leptopoda HQ400597  [0.131]0.128 | 0.123]0.130 [ 0.130 | 0.130 [ 0.131 | 0.131 [ 0.116 | 0.116 [ 0.115 | 0.121 [ 0.127 | 0.124 [ 0.122 | 0.124 | 0.130 | 0.114 | 0.109
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