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14
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ecoldgicas o biologicamente significativas).
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H: estadistico de prueba de Kruskal-Wallis.
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K2P+I+G4: Kimura 2-parameter + invariant sites+ gamma distribution with 4 categories
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15



K80: Modelo de Kimura de 1980.

L-INS-i: Local Insertion Iterative method (en espafiol= método iterativo de insercion

local).

LSU: Large Subunit (en espafiol= subnidad mayor del ARN ribosémico).

m/v: relacién masa/volumen.

MAFFT: Multiple alignment using fast Fourier transform (en espaiol= alineamiento

multiple utilizando la transformada rapida de Fourier).

MANA: equipo de reactivos de extraccion de ADN de plantas marca Macherey Nagel.

MEGA: Molecular Evolutionary Genetics Analysis (en espafiol= analisis genético

evolutivo molecular).

MgClz: Cloruro de magnesio.

NCBI: National Center for Biotechnology Information (en espaiol= Centro Nacional de

Informacién Biotecnoldgica).

ng/pl: relacion nanogramos/microlitros.

NL: Noemi Ledn .

p23Sr-fl= fragmento o una regién 5’-- 3’ de la secuencia del gen 23S rRNA (ARN

ribosdmico 23S).

p23Sr-rl: fragmento o una region 3’—5°de la secuencia del gen 23S rRNA (ARN

ribosdmico 23S).

16



PAST: Paleontological Statistics Software (en espaiiol= programa de estadistica

paleontoldgica).

pb: pares de bases.

PCR: Polymerase Chain Reaction (en espafiol= reaccion en cadena de polimerasa).

p-distance: distancia -p.

PET: Pacifico Este Tropical.

PNC: Parque Nacional Coiba.

psbA: Photosystem b, subunit A (en espaiol= Fotosistema B, subunidad A).

psbA600R: cebador reverse que amplifica el gen psbA en direccion 3’ a 5.
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RESUMEN

Los fondos poco profundos del Parque Nacional Coiba (PNC) albergan grandes areas de
rodolitos, algas rojas calcificadas que forman nddulos sueltos. Aunque han sido poco
estudiados en Coiba y Centroamérica, los rodolitos son unidades funcionales de pequefias
caracteristicas debido a su capacidad para proporcionar habitat a diversas especies, a pesar
de su pequefio tamano. Estdin compuestos principalmente de carbonato de calcio, lo que
ayuda a estabilizar el lecho marino funcionando como sustrato para el crecimiento de
especies comerciales, como peces y crustdceos, y una gran biodiversidad marina. Su
capacidad para transformar los fondos marinos en habitats les permite ser considerados como
bioingenieros del océano. Sin embargo, su vulnerabilidad al cambio climético,
especialmente a la acidificacion oceanica, ha aumentado el interés en su estudio. En el PNC,
los mantos de rodolitos se encuentran entre 10 y 20 m de profundidad, pero su variabilidad
morfoldgica genera confusion en la identificacion de especies. Este estudio presenta una
caracterizacion molecular de rodolitos al noreste del PNC y en otras areas insulares de Costa
Rica y Panama. Se generaron 35 secuencias de ADN, de las cuales 17 corresponden al
marcador UPA y 18 al psbA. Los resultados indican que el 45% de las secuencias
corresponden a Lithophyllum, el 37% a Lithothamnion, el 9% a Sporolithon y el 3% a
Neogoniolithon, Roseolithon, Mesophyllum y Polystrata. Los andlisis sugieren la presencia
de 17 posibles especies, representadas en seis géneros. Se identificaron nuevos reportes para
Panamd, como Lithophyllum corallinae, Sporolithon indopacificum y Neogoniolithon sp., y
posibles nuevos registros para el Pacifico de Centroamérica. Este estudio es el primero sobre
taxonomia molecular de rodolitos en Panamé y en el PNC, marcando un paso esencial para
la conservacion de estos bioingenieros en el Corredor Marino del Pacifico Tropical (CMAR).
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SUMMARY

The shallow waters of Coiba National Park (PNC) host large areas of rhodoliths, calcified
red algae that form loose nodules. Although they have been little studied in Coiba and
Central America, thodoliths are functional units of small features due to their ability to
provide habitat for various species despite their small size. They are primarily composed of
calcium carbonate, which helps stabilize the seafloor, acting as a substrate for the growth of
commercially important species such as fish and crustaceans, as well as supporting a rich
marine biodiversity. Their ability to transform the seafloor into habitats allows them to be
considered bioengineers of the ocean. However, their vulnerability to climate change,
particularly ocean acidification, has increased interest in their study. In the PNC, rhodolith
beds are found at depths between 10 and 20 meters, but their morphological variability
causes confusion in species identification. This study presents a molecular characterization
of rhodoliths from the northeast of the PNC and other island areas of Costa Rica and Panama.
A total of 35 DNA sequences were generated, 17 corresponding to the UPA marker and 18
to the psbA marker. The results indicate that 45% of the sequences belong to Lithophyllum,
37% to Lithothamnion, 9% to Sporolithon, and 3% to Neogoniolithon, Roseolithon,
Mesophyllum, and Polystrata. The analyses suggest the presence of 17 possible species,
represented by six genera. New reports for Panama were identified, such as Lithophyllum
corallinae, Sporolithon indopacificum, and Neogoniolithon sp., as well as possible new
records for the Pacific of Central America. This study is the first molecular taxonomy work
on rhodoliths in Panama and PNC, marking an essential step for the conservation of these

bioengineers in the Tropical Pacific Marine Corridor.
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INTRODUCCION

Los fondos someros de comunidades coralinas del PNC se caracterizan por ser sustratos
aptos para el crecimiento de macroalgas; poseen una importante extension de
aproximadamente 150 km de rodolitos (Guzman et al., 2004). Los rodolitos son algas rojas
calcareas de vida libre, compuestas principalmente de carbonato de calcio. Estas algas son
consideradas “modificadores de habitat” o “bioingenieros oceanicos” ya que brindan un
habitat estable a comunidades de organismos (otras especies de algas e invertebrados) entre

sus talos tridimensionales ramificados y entrelazados (Riosmena-Rodriguez, 2017).

El incremento en el interés de estudiar los rodolitos a nivel mundial, ha documentado
informacion sobre las caracteristicas que elevan su importancia como ecosistema; se
consideran puntos marinos criticos de biodiversidad (hotspots), son sensibles a las
variaciones de temperatura y se constituyen como indicadores de la acidificacion del océano
(Frederick et al., 2019). Estas caracteristicas los convierten en un biotopo tnico en el mundo,
pero, debido al poco conocimiento cientifico sobre ellos, factores ambientales y actividades
antropogénicas como calentamiento global, contaminacién y pesca de arrastre se les
considera en la mayoria de los casos como especies amenazadas (Potin et al., 1990; Morse
etal., 2006; Andersson et al., 2007; Riosmena-Rodriguez et al., 2007; Ragazzola et al., 2012;
Adey et al., 2013; Halfar et al., 2013; Centelles, 2019; Rebelo et al., 2022; y Tuya et al.,

2023).

A la fecha, varios autores han reportado la presencia de rodolitos para Panama (Lemoine,

1929; Taylor, 1945; Dawson, 1960, 1961; Earle, 1972; Richards et al., 2017, 2021; Littler y
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Littler, 2008; Fernandez Garcia et al., 2011; Hernandez-Kantun et al., 2016; Gabrielson et
al., 2018; y Robinson, 2013), no obstante, la falta de una definiciébn como ecosistema, la
taxonomia confusa de las especies (Riosmena-Rodriguez, 2017) y la carencia de informacion
genética son factores limitantes para el disefio e implementacion de planes de manejo y

conservacion de organismos marinos a nivel nacional y regional (Diaz-Ferguson, 2012).

Las amenazas a los ecosistemas marino-costeros, como los arrecifes de coral, manglares,
marismas, pastos marinos y humedales, estdn en aumento, lo que hace crucial el monitoreo
y la documentacion para gestionar estos recursos de manera sostenible. Sin embargo, los
rodolitos, ecosistemas igualmente valiosos, no reciben la misma atencidon y proteccion. A
pesar de su rol clave en el mantenimiento de la biodiversidad y en la estabilizacion del fondo
marino, los rodolitos carecen de estrategias de monitoreo adecuadas que faciliten su
conservacion. Al incluir a los rodolitos en los planes de monitoreo y gestion, se podria
promover una gestion mas completa de los ecosistemas marinos, incrementando la

resiliencia y sostenibilidad de estos recursos frente a las crecientes amenazas ambientales.

Las investigaciones sobre los rodolitos en el Pacifico Este Tropical (PET) son escasas
(Robinson, 2013), lo que revela que estos ecosistemas permanecen en gran parte
desconocidos y subestimados en su importancia ecoldgica. Esta falta de informacion limita
nuestra capacidad de implementar medidas de conservacion efectivas y sostenibles para

estos habitats.

Tomando en consideracion la necesidad de conocer los géneros y especies de rodolitos del
PNC para evidenciar el papel que juegan en la construccion de ecosistemas que albergan

gran diversidad de especies marinas y, en consecuencia, incorporar dicha informacién en la
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planificacion, manejo y sostenibilidad de dicha area protegida como parte del PET se

desarrollo la presente investigacion.

Objetivo general:

Caracterizar molecularmente los rodolitos del PNC y otras areas insulares de Panama y

Costa Rica.

Objetivos especificos:

1. Caracterizar molecularmente especies de rodolitos del PNC y Costa Rica, mediante
dos marcadores moleculares: UPA y psbA.

2. Analizar estadisticos de distancia genética por ASAP para diferentes especies de
rodolitos recolectados en las zonas de estudio.

3. Caracterizar morfologicamente el clado Lithophyllum sp.1 de rodolitos del Parque

Nacional Coiba con soporte molecular.
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CAPITULO 1

CONOCIMIENTO ACTUAL SOBRE LOS RODOLITOS
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DESCRIPCION DEL CONCEPTO “ RODOLITO”

Etimoldgicamente, el término rodolito proviene del vocablo griego que significa piedra
roja y se describen como nodulos y crecimientos ramificados libres con una forma nodular
compuestos principalmente de algas coralinas no geniculadas (Bosence, 1983, Harvey y
Woelkerlin) (Fig.1). Otros términos han sido aplicados para nombrar a las algas coralinas
de vida libre, lo que dificulta el reconocimiento de un nombre comun generalizado para

referirse a este grupo de algas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Lista de términos utilizados para nombrar a las algas rojas coralinas de vida
libre. Modificado de Riosmena-Rodriguez (2017).

Término cientifico Traduccion
gzzgglriltch Caja de rodolito
Coating Revestimiento
Coralline algal nodules Noédulo de alga coralina
Maérl Maérl
Nucleated Rodolito
rhodoliths Nucleado
Nodules Nodulos
Pralines Almendra garapifiada
Oncolith/ Oncolitos/
Onkoid Oncoide
Rhodoid Rodoide
Rhodolith Rodolito
Rodolite Rodolita
Rubble Grava
Unattached branches Ramas libres

Los nombres mas comunes para referirse a estos organismos son méerl y manto de

rodolito. El término Méerl fue documentado por Crouan y Crouan (1867) para referirse a

25



coralinas ramificadas de vida libre que habitan extensos depdsitos de algas en la costa
Noroeste de Francia (Riosmena-Rodriguez, 2017). Este nombre proviene a su vez de
“marga”, “marle” o “marne” nombres utilizados para hacer referencia a depositos
sedimentarios calcareos no algales, lo que no refleja la composicion real de estos
organismos. Otros definen maérl como derivada del Latin “margella”, que significa coral.
De esta manera, Hall-Spencer et al. (2010) lo define como un término colectivo para varias

especies de algas rojas coralinas no articuladas que viven sueltas.

El nombre rodolito propuesto por Bosellini y Ginsburg (1973) surge como una
forma de sustituir el término rodolita/rhodolite, ya que solia confundirse con el concepto
atribuible a una variedad de minerales de color rosa del grupo de los granates (Binda,
1973). Por tanto, ambos nombres: maérl/rodolitos se atribuyen a las agregaciones de algas
coralinas no geniculadas de vida libre que cubren extensas areas bénticas de los océanos

(Aguirre et al., 2017; Riosmena-Rodriguez 2017).

Fig.1. Manto de rodolito del sitio Iglesias, Parque Nacional Coiba.
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Los rodolitos individuales pueden estar compuestos por una sola especie de alga roja
calcificada (monoespecificos) o multiples especies (multiespecificos) (Fig. 2A). También,
pueden desarrollarse alrededor de un nucleo esquelético de coral o conchas (Fig. 2B),
aunque puede crecer sin ningin material en el centro produciendo un arreglo concéntrico
del talo (Fig. 2C). Otra caracteristica muy interesante de los rodolitos es su amplia variedad
de hébitos de crecimiento y su forma discoide o irregular (Fig.2D). Estos detalles son
importantes para describir la estructura de la comunidad algal (Del Rio et al., 2022; Bracchi

et al., 2022, Costa et al., 2023, Aguirre et al., 2017).

Fig. 2. Composicion de nédulos de rodolitos: a) una sola especie (monoespecifico) y
multiples especies (multiespecifico), b) nucleo esquelético y sin nucleo, ¢) disposicion
concéntrica del alga y d) formas de crecimiento.
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SISTEMAS DE CLASIFICACION DE ESPECIES FORMADORAS DE
RODOLITOS

Los rodolitos presentan una gran variedad de formas. Muchas especies de algas
coralinas de vida libre contienen mas de una especie de coralina, lo que hace que la

composicion del rodolito pueda cambiar con el tiempo y su clasificacion sea muy compleja.

Una propuesta inicial para la clasificacion de los rodolitos fue desarrollada por Bosence
(1976, 1983), quien establecié un esquema general completo de clasificacion basado en
diferentes caracteristicas externas (Cuadro 2). Este sistema es util para la descripcion de

comunidades de rodolitos.

Cuadro 2. Caracteristicas para la clasificacion de rodolitos propuestas por Bosence
(1976, 1983).

Caracteristica de clasificacion  Descripcion

Composicion taxonomica Monoespecifico y
multiespecifico.
Esféricos, elipsoidales y
Morfologia externa
discoidales

I: ramificacion simple

Densidad de ramificaciones II: ramificacion abierta

III: ramificacién frecuente
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IV: densamente ramificado

Laminar, concéntrico o boxwork,
Formas de crecimiento
ramificado y columnar

Woelkerling (1993), mediante una adaptacion del diagrama triangular para la clasificacion
de las formas de piedras pequenias de Sneed y Folk (1958) (Fig.3) propuso que las algas

coralinas no geniculadas se clasificaran de acuerdo con su forma de crecimiento (Fig. 4).

Discoidal Elipsoidal
(a-bl/(a-c)

Fig. 3. Diagrama triangular utilizado para la representacion de la forma de los rodolitos.
Las letras indican el tamafio de los ejes de los rodolitos a=largos, b=intermedios y c=
cortos.
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NO CONSOLIDADO

ARBORESCENTE m

I INCRUSTANTE

EN FORMA DE
CINTA

- Foll0so

Fig. 4. Formas de crecimiento de algas rojas no geniculadas, En el cuadro se agrupan las

formas de crecimiento que presentan los rodolitos. Modificado de Woerkling, 1993.

Por mucho tiempo los intentos de describir y clasificar a los rodolitos fueron

basados en estos sistemas morfologicos-ecoldgicos. Sin embargo, a partir del uso de la
informacion molecular el sistema de clasificacion de los rodolitos ha sido modificado
(Bailey 1996, 1998 y 2004). Actualmente, la clasificaciéon de las algas coralinas no
geniculadas (Cuadro 3), que es el grupo donde se incluyen a los rodolitos, puede ser

inferido a partir del trabajo de Robinson, 2013; Hernandez-Katun et al., 2014; Nelson et

al., 2015; y Pefia et al., 2020.
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Cuadro 3. La subclase Corallinophycidae: sus ordenes, familias, subfamilias y géneros
formadores de rodolitos.

Corallinophycidae (subclase)

Corallinales (orden)

FAMILIA SUBFAMILIA GENEROS FORMADORES
DE RODOLITOS
Corallinaceae Chamberlainoideae Chamberlainium,
Pneophyllum
Hydrolithaceae Hydrolithoideae Hydrolithon
Lithophyllaceae Lithophylloideae Goniolithon, Lithophyllum,
Titanoderma
Mastophoraceae Mastophoroideae Lithoporella
Porolithaceae Porolithoideae Porolithon, Harveylithon
Spongitidaceae Neogoniolithoideae Neogoniolithon, Spongites

Hapalidiales (orden)

FAMILIA SUBFAMILIA GENEROS FORMADORES
DE RODOLITOS
Hapalidiaceae Lithothamnion
Mesophylloideae Mesophyllum, Synarthrophyton
Melobesioedeae Phymatolithon, Roseolithon

Sporolithales (orden)

FAMILIA SUBFAMILIA GENEROS FORMADORES
DE RODOLITOS
Sporolithaceae Sporolithon
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IMPORTANCIA ECOLOGICA DE LOS RODOLITOS

Las investigaciones sobre rodolitos alrededor del mundo han ido despertando cada
vez mas el interés de asociaciones, gobiernos y comunidad cientifica en la planificacion y

gestion de este recurso algal por la gran cantidad de servicios ecosistémicos que brindan.

Los rodolitos son reconocidos como dreas marinas ecoldgicas o bioldogicamente
significativas (EBSA, por sus siglas en inglés) que requieren conservacion.

Recientemente, también se les ha clasificado como unidades naturales de pequefias
caracteristicas (SFN, por sus siglas en inglés), debido a su importancia clave en la ecologia
marina. Esto se debe a que los rodolitos proporcionan recursos cruciales, como habitats
para diversas especies marinas y soporte para el crecimiento de organismos comerciales,
COmo peces y crustaceos.

Ademas, influyen en procesos ecoldgicos, como la estabilizacion del lecho marino
y la contribucion al mantenimiento de la biodiversidad. Estos procesos benefician a areas
mas grandes del ecosistema marino, como los ecosistemas de arrecifes coralinos y zonas
de pesca comercial, ayudando a mantener la salud y la productividad de estos habitats

(Lundquist et al., 2017; Hunter et al., 2023; Tuya et al., 2023).

El reconocimiento y la gestion de los SNF como unidades de importancia ecologica

son fundamentales para facilitar la conservacion de la biodiversidad y los servicios

ecosistémicos proporcionados por los rodolitos.
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Sin embargo, debido a su naturaleza delicada y a menudo subestimada, los rodolitos
son altamente vulnerables a la degradacion por actividades humanas y cambios

ambientales, lo que incrementa su riesgo de desaparicion (Hunter et al., 2023).

Por lo tanto, protegerlos es crucial para preservar los servicios que ofrecen, como
la estabilizacion de los fondos marinos y la provision de hébitats para diversas especies
marinas.

La biodiversidad que provee un manto de rodolito y todas las evidencias que existen
sobre sus diferentes roles ecologicos (Fig. 5) han permitido clasificarlos como SNF segtin
siete criterios: rareza, importancia para historia y ciclo de vida de las especies y naturaleza,
area de importancia para especies amenazas o en peligro, gran diversidad y productividad
biologica, habitats vulnerables y de recuperacion lenta (Tuya et al., 2023; Diaz-Licona,
2024).

Desde esta perspectiva una serie de investigaciones respaldan los diferentes
servicios ecosistémicos que brindan los rodolitos y su importante rol dentro de los

ecosistemas marinos (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Investigaciones sobre los servicios ecosistémicos que brindan los rodolitos a

nivel del Pacifico Este Tropical.

Servicio ecosistémico

Referencias

Habitat y refugio

Robinson 2013; 2017,
Solano-Barquero 2022; Leon et al., 2023; Diaz-

Licona 2024.

Riosmena-Rodriguez

Puntos de biodiversidad

Littler y Littler 2008; Robinson 2013; Amado-Filho
et al., 2017; Riosmena-Rodriguez 2017; Solano-
Barquero 2022; Diaz-Licona 2024.

Indicadores de acidificacion

ocednica

Ragazzola et al., 2012; Kamenos et al., 2017;
Martin y Half Spencer 2017; Frederick et al., 2019.

Produccion de carbonato de

calcio

Adey et al., 2013; Coletti et al., 2017; Rebelo et al.
2022.

Soporte para el crecimiento y

desarrollo de otras especies

Robinson 2013; Amado-Filho et al., 2017; Leon et
al., 2023; Diaz-Licona 2024.

Produccion de sedimentos

costeros

Riosmena-Rodriguez 2012; Bassi et al., 2017.

Predicciones paleoclimdticas

Robinson 2013; Kamenos et al., 2017.

Recreacion y turismo

Diaz-Licona 2024.

Prevencion y moderacion de

disturbios

Frederick et al., 2019; Diaz-Licona 2024.
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Fig. 5. Roles ecolégicos de mantos de rodolitos: A) guarderia y habitat de peces, B)
reclutas de corales, C), refugio de invertebrados, D) sustrato para el crecimiento de otras
algas y E) soporte para el crecimiento de invertebrados (esponjas y anémonas). Fotos:
Eduardo Estrada/Parque Nacional Coiba.
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REGISTROS DE ESPECIES FORMADORAS DE RODOLITOS EN PANAMA

El estudio de rodolitos en Panama se circunscribe a dos enfoques de investigacion: 1)
registros de campo y revisiones literarias y 2) estudios anatomicos y moleculares, los cuales
se detallan en la Fig. 6. Con base en esta revision, se reportan 21 especies de algas rojas
calcareas formadoras de rodolitos para Panama (14 del orden Corallinales, cinco del orden

Hapalidiales y dos del orden Sporolithales; Cuadro 5).

ENFOQUE 1:
Registros de campo v
revisiones de literatura

Lithethamiaceae en el Canal de

1929
Exp edicion Saint \ \
George ,I 1

1945 Taylor

Lithothamiaceae en Islas Secas,
Jicarita, Tahoza

17 especies formadoras de
rodolitos en “A review of marine
phnisof Panama®™

: . 150 km de extension de rodolitos en
R . el Parque Macional Coiha

2008 Litder y Liitler
Mantes de rodolites del Golo de
Chirigui
19 esp ecies farmadoras de rodolites en el listado
FN’FOQU’E 2- de especiespara el Pacifico Este Tropical

Estudios amatémicos v
moleculares

Morfomeiria de ires especies de
del Caribe p anamesio

2013-Matinezr Q

2013-

Esiudios molculares que incliyen muestras de
mwdolitos de Panama (Richards et al, 2022, 2021,
2017, 2016; Hermandezr-KEamtun et al, 2016,

Fig. 6. Enfoques de investigacion para el estudio de rodolitos de Panama desde 1918.
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Cuadro 5. Listado de especies formadoras de mantos de rodolitos reportadas para Panama.

En paréntesis el nimero de referencia de la literatura donde se encuentra el reporte.

Orden Corallinales
Familia Corallinaceae

Sub-familia Chamberlainoideae

1-Chamberlainium decipiens (Foslie) Caragnano, Foetisch, Maneveldt & Payri: Pacifico
[= Spongites decipiens (3,5)]

2-Pneophyllum confervicola (Kiitzing) ~YMChamberlain: Pacifico [=Heteroderma
minutulum (3,5)]
Familia Lithophyllaceae

Sub-familia Lithophylloideae
3- Goniolithon decutescens (Heydrich) Foslie ex M.Howe: Caribe: (13,17)

4- Lithophyllum. alternans Me.Lemoine: Pacifico (5,11)

5- L. brachiatum (Heydrich) Me.Lemoine: Pacifico (5,10,17)

6- L. coibense Me. Lemoine: Pacifico (5,10)

7- L. divaricatum M. Lemoine: Pacifico (5,18)

8- L. neocongestum JJHernandez-Kantun, WHAdey & PWGabrielson Caribe: (8)
9- L. okamurae Foslie: Pacifico (13)

10- L. pallescens (Foslie) Foslie: Pacifico (3,5)

11- L. prototypum (Foslie) Foslie: Pacifico [=Goniolithon tessellatum (3,4,5)]
12-Titanoderma pustulatum (JVLamouroux) Négeli: Caribe: (4,19,16)

Familia Porolithaceae

Sub-familia Metagoniolithoideae
13-Harveylithon munitum (Foslie & M.Howe) A.Résler, Perfectti, V.Pefia & JCBraga:

Caribe: (6,14)
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Familia Spongitidaceae

Sub-familia Neogoniolithoideae

14-Neogoniolithon trichotomum (Heydrich)Setchell et L.R. Mason: Pacifico (3,5)

Orden Hapalidiales
Familia Hapalidiaceae

Sub-familia Melobesioideae

15-Lithothamnion australe Foslie: Pacifico (3,5)

16-L. australe f-americanum Foslie Pacifico (5,18)

17-L. australe f- minutulum Foslie: Pacifico [= Mesophyllum australe var. minutula (10)]

18-L. crispatum Hauck Pacifico [= L. indicum (5,10,11)]

19-Mesophyllum australe var. tualense (Foslie) Mc. Lemoine: Pacifico (5,10)

Orden Sphorolithales

Familia Sporolithaceae

20-Sporolithon episporum (M.Howe) EYDawson: Caribe (4,10,11,19)

21-S. howei (Lemoine) N.Y. Yamaguishi-Tomita ex M-J. Wynne: Pacifico
[=Archaeolithothamnion howei (2,5,10)]

En funcion de los estudios ficologicos para el PET (Fernandez-Garcia, 2012; Robinson et
al. 2017 y la base de datos Symbyota del STRI), nueve de los diez géneros reportados de
algas calcareas formadoras de rodolitos estan presentes en el Pacifico de Panamé y la mayor
cantidad se encuentran en el PNC (Leodn et al., 2022). El género Lithophyllum es el mas
comun y la subfamilia Lithophylloideae tienen mayor representatividad lo cual coincide
con lo reportado por Robinson et al. (2017) para el Pacifico Este Tropical y con Diaz-
Licona (2024) para Isla del Coco en Costa Rica. Otras areas del Pacifico (Golfo de
Chiriqui y Archipiélago de Las Perlas) reportan presencia de especies de rodolitos por lo

que un mayor esfuerzo de muestro podria incrementar la diversidad en esas zonas.
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ESTUDIOS DE GENETICA MOLECULAR SOBRE RODOLITOS DE PANAMA

En la actualidad se realizan estudios moleculares que permiten caracterizar e
identificar especies formadoras de rodolitos utilizando genes como: cox1, cox2, LSU,
UPA, rbcL y psba. De ellos, el gen psba ha sido el mas utilizado para caracterizar las
especies de rodolitos de Panamé (Cuadro 6), resolviendo potencialmente las relaciones
filogenéticas.

En 2013, Robinson reporta por primera vez la especie L. okamurae para el
Archipiélago de Las Perlas como resultado de sus estudios en morfologia e informacion
molecular. Richards et al., (2016) caracterizan molecular y morfolégicamente dos
especimenes del género Lithothamnion del Pacifico panameno. Luego, en 2017, Richards
et al., confirman el reporte de S. episporum para el Caribe de Panama e indican que el
género Sporolithon sp. colectado en el Golfo de Chiriqui, Pacifico de Panama, podria ser
la especie S. howei o S. pacificum. En 2021, el mismo autor confirma molecularmente el
reporte de Harveylithon munitum (Corallinales) para Panama y una posible especie
hermana entre H. maris-bahiensis de Brazil y la secuencia panamena y en 2022, incluye
dos secuencias de rodolitos de Panama en un andlisis de taxonomia molecular de rodolitos
del Noroeste del Golfo de México.

La base datos en el sitio web de NCBI registra 28 secuencias de especies formadoras
de rodolitos de Panam4, la mayor parte de Caribe (Cuadro 6). Esta situacion dificulta la
comparacion entre especimenes locales, a la vez que brinda la oportunidad de iniciar la

generacion de mas informacion molecular sobre rodolitos en el pais.
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Cuadro 6. Localidades y nimeros de acceso a Gen Bank para secuencias disponles de especies formadoras de rodolitos para Panama.

=

Especie

Localidad

ID

Numero de acceso a GenBank

COX2 LSU COI1 rbcL UPA pshbA
1 Harveylithon sp. Cayo Wild, Bocas del Toro PHYKOS 7053 - - - - - MW452886
2 H. munitum Escudo de Veraguas PHYKOS 3593 - MW457636.1 - MF979962 - -—--
3 Lithophyllum sp. Isla Cébaco LAF7219 -—-- KJ412333.1 KJ418417.1 - - KJ418411.1
4 Lithophyllum sp. 3 Cayo Swan, Bocas del Toro  FBCS12912  KJ801356.1 - - - - -—--
Sand Fly Bay, Bocas del
5 Lithophyllum sp.3 Toro FBCS12913 KJ801357.1 - - - - -
6 Lithothamnion sp. 4 ~ Cayo Swan, Bocas del Toro  FBCS12920 KJ801364.1 - - - - -
7  Lithothamnion sp. D Golfo de Chiriqui LAF6631 - - - - KU519740 KU557500
8 Lithothmanion 1 Cayo Swan, Bocas del Toro  FBCS12917  KJ801365.1 - - - - -
Isla Tintorera, Cerca de Isla
9 Lithothmnion sp. J Cébaco PHYKOS7249 -—-- KRO075891.1  KUS504277 -—-- KU504275 KP844865
10 L. neocongestum Bocas del Toro NCU 598862 - - - KX020485 - -
11 L. neocongestum Bocas del Toro US223011 - - - KX020484.1 - KX020466
12 L. neocongestum Bocas del Toro US169412 - - - - - KX020486
Bocas del Toro, Flat Rock
13 L. neocongestum Beach US170968 - - - - - KX020440
Sand Fly Bay, Bocas del

14 L. neocongestum Toro US170967 - - - - - KX020441
15 Neogoniolithon sp Panama VPF00177 - - KM392370.1 - - -
16 S. episporum Punta Toro, Colén NY 900041 -—-- -—-- -—-- KY994125.1 - -—--
17 S. episporum Bocas del Toro NCU 598843 -—-- -—-- KY994113.1 KY994124.1 -—-- MF034547.1
18 Sporolithon sp. Golfo de Chmqul? cerca de PHYKOS 4623

Mono Feliz MF034548.1
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CAPITULO I1

METODOLOGIA
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Para los propdsitos de este estudio se abordan tres ejes metodoldgicos: 1) optimizacion del
proceso de extraccion y amplificacion del ADN de rodolitos, 2) la caracterizacion molecular de
rodolitos del PNC y Costa Rica y 3) la caracterizaciéon morfoldgica de rodolitos del complejo

Lithophyllum coibense del Parque Nacional Coiba.

Sitio de estudio

El estudio se realizd en siete sitios al noreste del PNC: Iglesias, Don Juan, Buffet, Canales de
Afuera, Cocos, Granito de Oro y Playa Machete (Fig. 7). El PNC esta situado frente a la costa
sudoeste de Panama, en el Golfo de Chiriqui, protege la isla de Coiba y otras 38 islas e islotes

menores, asi como las zonas marinas circundantes (ANAM, 2009).

N
W+E
2 CANALES
2. o1
RANCHERIa e
& 3
[ ]
5
®
°° SITIOS
o7 1- Buffet
2- Canales de afuera
3- Iglesias
COIBA 4- Playa Machete
5- Cocos
) ) 6- Don Juan
e —— 7- Granito de Oro

Fig. 7. Sitios de estudio al noreste del PNC
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Las muestras de rodolitos de Costa Rica utilizadas en este estudio fueron obtenidas mediante las
expediciones de la Dra. Cindy Fernandez Garcia al Parque Nacional Isla Del Coco (Fig. 8) para
los sitios: Manuelita, Silverado, Weston e Isla P4jara, e Isla del Cafio, entre mayo y junio de
2021 como parte del del proyecto “Paleontologia, morfologia y genética como base para
describir la evolucion y la distribucion de los rodolitos (Rhodophyta) en Costa Rica:

recomendaciones para su conservacion” .
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Fig. 8. Sitios de estudio en el Parque Nacional Isla Del Coco, Costa Rica. Fuente: Diaz

Licona, 2024.

Colecta de especimenes

En total, 134 muestras de rodolitos fueron recolectadas en las giras de campo que se
realizaron durante abril y diciembre 2022 y enero 2023 bajo el permiso de acceso al recurso

genético y/o bioldgico N° ARG-129-2022 del Ministerio de Ambiente.
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Se realiz6é un muestreo al azar por transectos perpendiculares a la linea de costa mediante
snorkel a profundidades entre 2 a 3 metros (Fig. 9a) y por reconocimientos submarinos utilizando
técnicas SCUBA estandar, en donde se colecté en un area aproximada de 250-500 m? en sitios
entre 8 a 17 metros de profundidad (Fig. 9b). Las areas de cobertura fueron medidas mediante
fotografias tomadas con una cdmara Canon EOS R6, lente de 85 mm macro. En cada localidad

se tomaron coordenadas con un geoposicionador (Cuadro 7).

A) %% profundidad

I m

2m

3m

Fig. 9. Métodos empleados para el muestreo de rodolitos del Parque Nacional Coiba: A)

transectos perpendiculares y B) reconocimiento de areas entre 250- 500 m’ a diferentes

profundidades.
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Los rodolitos fueron removidos del sustrato manualmente, colocados en bolsas plésticas

con 20-30 g de cristales de silica gel para los analisis moleculares y conservados en frio para

analisis morfologicos. Una réplica del espécimen se secd a temperatura ambiente para ser

depositada como voucher de referencia en el Herbario de la Universidad de Panama. El

procesamiento de las muestras de Coiba se realizo en el Laboratorio de Ecologia Marina y

Oceanografia de la Estacion Cientifica Coiba AIP, en Isla Coiba.

Cuadro 7. Localidades de los sitios de colecta al noreste del Parque Nacional Coiba y sus caracteristicas

# Sitio Latitud Longitud Profundidad (m) Sustrato

1 Don Juan 7.39809 -81.638688 13 arenoso, rocoso
2 Granito de Oro 7.59473 -81.712234 2 arenoso

3 Playa Machete 7.63583 -81.732707 2 rocoso

4 Cocos 7.74455 -81.752404 3 arenoso, coralino
5 Iglesias 7.64541 -81.691662 10 arenoso

6 Buffet 7.68537 -81.610606 17 grava

7 Canales de Afuera  7.68887 -81.634189 14 arenoso
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OPTIMIZACION DEL METODO DE EXTRACCION Y

AMPLIFICACION DE ADN

Extraccion de ADN de rodolitos del PNC

El trabajo molecular se realizo en varios centros de investigacion: Laboratorio de Biologia
Molecular de la Estacion Cientifica Coiba AIP, el Laboratorio de Analisis y Biologia Molecular
de IDIAP, el Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de Genética y Biologia
Molecular, el Centro de Investigacion en Criobiologia de la Universidad de Panama y el
Laboratorio de Genética de organismos acuaticos del Centro de Investigacion en Ciencias de mar
y Limnologia de la Universidad de Costa Rica. Se tomo aproximadamente 2 cm de rodolito y se
limpio la superficie de cada fragmento para eliminar los epifitos. Se pulverizo el fragmento con

un mortero para obtener aproximadamente 10 mg de polvo de cada individuo.

La extraccion de ADN se realiz6 probando diferentes métodos, el método convencional
CTAB (modificado de Murray y Thompson, 1980) (Fig. 10) y cuatro kits comerciales de
extraccion de ADN: 1) Kit nucleospin plant II (Macherey-Nagel Gmbh & Co. KG, Diiren,
Alemania), 2) Kit AccuPrep Genomic DNA Extraction Kit para tejido animal
(Bioneer, Yuseong-gu, Republica de Corea), 3) Kit de purificacion de DNA GeneJET Plant
Genomic (Thermo, Fisher Scientific, Massachusets, USA) y 4) Kit Dneasy Plant miniKit (Qiagen
GmbH., Hilden, Germany) siguiendo protocolos modificados para la extracciéon de ADN de

plantas y tejido calcificado (Cuadro 8, Anexo 1y 2).
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2. Agregar 3.Incubar 1 hora
11. Almacenar buffer
entre -20°C o

4°C
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T \ 5.Centrifugar

10. L por 10 min
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lavar con alcoho
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L : 8.Agregar alcohol
\‘ isopropilico

Fig. 10. Protocolo para la extraccion de ADN de algas utilizando el método CTAB. Fuente: Pérez
et al., 2024.

Para comprobar la calidad del material extraido se cuantifico la concentracion de ADN (ng) en
un microlitro (ul) de la muestra mediante el espectrofotometro de microvolumen NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific) del Laboratorio de Biologia Molecular de la Vicerrectoria de

Investigacion y Postgrado en la Universidad de Panama.

Los andlisis de estadistica descriptiva y pruebas no paramétricas se realizaron con el software

PAST ver 4.17 (Hammer y Harper, 2024).
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Cuadro 8. Métodos utilizados para la extraccion de ADN de rodolitos de Panama.

. . , . . Captura de
# Kit Homogenizado Método Lisis DNA
1 -— mortero CTAB 1 hora 65° C CIA
Proteinasa K + fibras de
2 BI 1t 1 h °
O mortero RNasa A ora 60°C vidrio
3 TFI mortero RNasa A 10 min 65°C memt')r.ana de
silica
4 QIA mortero RNasa A 10 min 65°C memt.)r'ana de
silica
MANA CTAB+ membarana
1 i °
5 Ia mortero RNasa A 0 min 65°C de silica
MANA SDS+ membarana
1t 10 min 65°C
Ib fmortero RNasa A i de silica
+
MANA mortero CTAB + RNasa 30 min 65°C memb.a.rana
6 Ila A de silica
MANA mortero + CTAB + RNasa . membarana
30 min 65°C .
1Ib arena A de silica
MANA CTAB+ membarana
1t 2h 65°
. IIla MOTero RNasa A oras a 65°C de silica
MANA CTAB+ Proteinasa K + membarana
mortero .
I1Ib RNasa A 2 horas a 65°C de silica
MANA SDS+ membarana
2 h 65°
8 IVa mortero RNasa A 65°C de silica
MANA mortero + SDS+ 2 h 65°C membarana
IVb arena RNasa A de silica

CTAB= bromuro de cetiltrimetilamonio, BIO=Bioneer, TFI= Thermo Fisher, QIA= Qiagen y
MANA= Macherey-Nagel.
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Reaccion en cadena de polimerasa (PCR), cuantificacion y secuenciacion

La amplificacion de ADN fue realizada utilizando fragmentos de dos genes: psbA del
cloroplasto y UPA ribosomal. El marcador UPA (universal plastid amplicon) tiene una longitud
de ~370 pb y se encuentra en la region 23 S del dominio V de la unidad ribosomal larga, es un
gen no codificante y posee actividad peptidil transferasa (Saunders y Moore, 2013). Este
marcador ha sido utilizado para revelar diversidad de algas rojas de Punta Burica, Panama
(Freshwater et al., 2017) y se considera un marcador universal para cédigo de barra de un amplio

rango taxonomico de algas (Sherwood y Presting, 2007).

Por su parte el marcador psbA tiene una longitud de ~950 pb, codifica para la proteina de
membrana del tilacoide D1 del fotosistema II (cloroplasto), es un marcador util para esclarecer
relaciones de parentesco, fue desarrollado por Yoon et al., (2022), amplifica una gran cantidad
de algas rojas y ha sido utilizado en estudios genéticos donde incluyen entre las muestras

rodolitos de Panama (Robinson N., 2013; Richards et al., 2016, 2021).

Para la reaccion en cadena de polimerasa se utilizé el master mix Taq PCR de Qiagen (Qiagen
GmbH., Hilden, Germany) con la combinacion de primers para cada marcador molecular

detallado en el Cuadro 9.
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Cuadro 9. Marcadores utilizados para la amplificacion de genes en este estudio.

Gen Primer Secuencia Referencia
psbaF1 5’- ATGACTGCTACTTTAGAAAGACG-3’ Yoon et al., 2002

psbA psba600R 5’- CCAAATACACCAGCAACACC-3’

UPA p23Srv-fl 5'-GGACAGAAAGACCCTATGAA-3’ Sherwood y Presting

2007
p23SrV-rl 5- "TCAGCCTGTTATCCCTAGAG-3’

La optimizacion del PCR de ambos marcadores se realiz6 mediante siete experimentos y nueve
mezclas de master mix:

UPA- LSU (23S). dominio V del plastidio

Experimento 1- Protocolo Sherwood y Presting (2007)

Mezcla 1: 20 pl de H20, 25 pl de Taq PCR Master Mix Kit Qiagen, 2 pl de cada primer (forward

y reverse) y volumenes entre 1 y 5 ul de ADN dependiendo de su concentracion.

Experimento 2- Disminucion del volumen total de reaccion de la mezcla

Mezcla 2: 9,5 pl de H20, 12,5 pl de Tag PCR Master Mix Kit Qiagen, 1 pl de cada primer

(forward y reverse) y entre 1 y 5 ul de ADN dependiendo de su concentracion.

PSBA- proteina D1 de l1a membrana tilacoidal del fotosistema II en el cloroplasto

Experimento 1- Protocolo modificado Taq PCR Master Mix Kit (2016)

Mezcla 3: 5,5 pl de H20, 12,5 pl de Taq PCR Master Mix Kit Qiagen, 1 ul de cada primer

(forward y reverse) y 5 ul de ADN independientemente de su concentracion.

Experimento 2- Disminucion concentracion de primer y variacion en volimenes de ADN

50



Mezcla 4: 12,5 ul de Taq PCR Master Mix Kit Qiagen, 0,50 ul de cada primer (forward y reverse)

y volumenes variables de agua y ADN dependiendo de la concentracion extraida.

Mezcla 5: 9,5 ul de H20, 12,5 pl de Taq PCR Master Mix Kit Qiagen, 1 ul de cada primer

(forward y reverse) y volimenes entre 1 y 5 ul de ADN dependiendo de su concentracion

Experimento 3- Adicion de BSA como coadyuvante del PCR

Mezcla 6: 3,5 pl de H20, 12,5 pl de Tag PCR Master Mix Kit Qiagen, 1 pl de cada primer

(forward y reverse), 6 ul de ADN independientemente de su concentracion y 1 ul de BSA.

Experimento 4- Adicion de BSA, MgCl: + variacion en la concentracion de primer y de

ADN.

Mezcla 7: 11 pl de H20, 12,5 pl de Taq PCR Master Mix Kit Qiagen, 0,25 pl de cada primer

(forward y reverse), 0,8 ul de MgClo y 1 pl de ADN.

Mezcla §8: 10,5 pl de H»0, 12,5 pl de Taq PCR Master Mix Kit Qiagen, 0,50 pl de cada primer
(forward y reverse), 0,8 pul de MgCl, 1 pl de BSA y volimenes entre 1 y 5 pul de ADN

dependiendo de su concentracion.

Experimento 5- Disminucion del volumen de MgCl2

Mezcla 9: 8,5 ul de H20, 12,5 ul de Tag PCR Master Mix Kit Qiagen, 0,50 pl de cada primer
(forward y reverse), 0,5 pul de MgClp, 1 ul de BSA y volimenes entre 1y 2 pul de ADN,

dependiendo de su concentracion.
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En este estudio se prepararon 343 reacciones, en donde la mayor parte se realizaron en el
termociclador BIORAD T100 del Centro de Investigacion de Criobiologia de la Universidad de
Panama. Otras reacciones se realizaron en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Estacion

Cientifica Coiba AIP y el Laboratorio de Analisis y Biologia Molecular de IDIAP.

Se configuraron y ejecutaron reacciones de PCR de 35 ciclos siguiendo los protocolos
térmicos de Sherwood y Presting (2007) para UPA y para psbA el protocolo modificado de

Richards et al. (2014) (Cuadro 10).

Cuadro 10. Protocolos térmicos para amplificar marcadores UPA y psbA de rodolitos del Parque
Nacional Coiba .

UPA psbA
Etapa °T Tiempo °T Tiempo
Activacion
) 94°C 2 min 95°C 3 min
Desnaturalizacion

5 umm“‘,:z 94°C 20s 95°C 30s

Alta  temperatura causa la \
separacian del ADN bicatenaris

Hibridacion

TS 55°C 558°C 0305

Extension inicial 72°C 0,30 s 72°C 1 min
Extension final 72°C 10 min 72°C 5 min

Taq
palimerasa

¥ TI'||J.1|||“;'"]:|i|:1”i”]
7 e
s

T

Temperatura final 4°C 4°C
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Para la obtencion de los amplicones del marcador psbA, se realiz6 un ensayo de gradiente

(59°C a 55°C) para conocer la temperatura 6ptima de hibridacion de los primers (Fig. 11).

Fig. 11. Temperatura 6ptima de hibridacion para la reaccion en cadena de polimerasa con los
primers psbAF1 y psbA600R.

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 1.0 % (0.35 g agarosa
+ 35 ml de TBE 1x), tefiidos con red gel y cuantificados visualmente en el gel mediante una
escalera molecular de 100 bp (Promega). Las bandas claras de aproximadamente ~400 pb (UPA)
y ~600 pb (psbA) fueron enviadas al servicio Psomagen (Maryland, USA) en donde se
purificaron y secuenciaron con el mismo par de primers que en la reaccion de PCR.
Los datos moleculares de rodolitos de Costa Rica han sido procesados en el Laboratorio de
genética de organismos marinos del Centro de Investigacion en Ciencias del Mar y Limnologia
de la Universidad de Costa Rica (CIMAR-UCR), obtenidos a partir de las investigaciones

realizadas por la Dra. Cindy Ferndndez Garcia y Celeste Diaz.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DE RODOLITOS DEL PNC Y

COSTA RICA.

Busqueda de homologias

Las secuencias de rodolitos del PNC recibidas del servicio de secuenciacion Psomagen se editaron
y compararon con la informacion existente en GenBank, utilizando la herramienta BLAST
(Altschul et al., 1997). Lo mismo se realiz6 también para las secuencias de Isla del Coco recibidas
del Laboratorio de genética de organismos marinos del CIMAR-UCR. Las secuencias que
mostraron similitud con organismos no correspondientes al orden Corallinales, Sporolithales y

Hapalidiales fueron excluidas del analisis.

Edicion y alineamiento de secuencias

La edicion manual de las secuencias se realizd con el programa MEGA 11: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (Tamura et al., 2021) asegurandonos que lo obtenido en el
cromatograma coindice con el producto de la secuenciacion. Para comprobar la
complementariedad de los pares de secuencias, se compard la secuencia forward con su reverso

y se obtuvo la secuencia consenso mediante el algoritmo Muscle (Edgar, 2004).

El alineamiento informatico del set de secuencias para cada marcador se realizé mediante
MAFFT v7.505 (Katoh y Standley, 2013) utilizando la estrategia L-INS-1y el modo de alineacion
normal, implementado en el software Phylosuite (Zhang et al., 2020; Xiang et al., 2023) y curado

manualmente con el programa MEGA 11.

Las homologias entre especies formadoras de rodolitos se construyeron mediante

alineamientos para cada género por marcador.
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Arboles filogenéticos

Los arboles filogenéticos se fundamentan sobre la base de la seleccion del mejor modelo
evolutivo que genere una filogenia veraz con alto valor de soporte. El modelo evolutivo infiere,
mediante la informacién de nuestros alineamientos, cual es la probabilidad de cambio de una
base nitrogenada a otra y la proporcion de estas. Para seleccionar el mejor modelo de ajuste para
las secuencias generadas en este estudio se utilizd6 el programa Model Finder v2.2.0
(Kalyaanamoorthy et al., 2017). Los cladogramas se realizaron utilizando los programas Mr.
Bayes para inferencia bayesiana, implementado en el software Phylosuite y se visualizaron y
editaron mediante la herramienta en linea iToL (https://itol.embl.de/).

Para inferir la existencia o no de especies nuevas o diferentes entre si, se analiz6 la
cantidad de cambio genético reflejado mediante la longitud de las ramas de los cladogramas y
las variaciones en la distancia genética entre secuencias. Una rama larga suele indicar una mayor
cantidad de diferencias genéticas entre dos grupos, lo que podria sugerir divergencia evolutiva
mas temprano, diferencias genéticas que corresponden a especies diferentes.

Delimitacion de especies
Los programas basados en este método confian en que la distancia genética entre organismos de
la misma especie es menor que la distancia entre especies distintas, ya que al reproducirse entre
ellas comparten material genético. Para conocer la cantidad de especies en las secuencias de
estudio a utiliz6 el programa en linea Assemble Species by Automatic Partitioning (ASAP),
(https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/). Se probd con los tres modelos modelos de sustitucion
(JC69, Kimura y p-distance) para comprobar si existia alguna diferencia entre ellos. La mejor

particion de nimero de especies fue aquella con mejor puntaje ASAP (ASAP-score)
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CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE RODOLITOS DEL
COMPLEJO Lithophyllum coibense

Analisis morfométricos y morfoanatomicos

La caracterizacion morfoldgica se realizdo mediante microscopia electronica de barrido
(SEM, en inglés), utilizando las facilidades del Laboratorio de Microscopia Electronica y
Confocal del Instituto Smithsonian de Investigaciones Tropicales (STRI), Earl S. Tupper,

Panama.

El material fue preparado a partir de pequenios fragmentos completamente deshidratados,
fracturando las protuberancias manualmente con pinzas o navajas de bisturi después de observar
los caracteres vegetativos y reproductivos de interés bajo un microscopio estereoscopico Zeiss

modelo Stemi 305.

Los fragmentos seccionados (sonicadas y sin sonicar) fueron montados en pines de
aluminio con adhesivo doble de cobre , los cuales fueron colocados en un portamuestra que se
introdujo en SEM marca ZEISS modelo EVO 40 vp para observar y fotografiar de forma digital

los detalles estructurales del material observado.

Se trabajé en condiciones de presion variable a un voltaje de aceleracion de 20 Kv como

unidad de potencia y para la formacion de imagenes se empled un detector de captura de

electrones retrodispersados (BSED) (Fig. 12).
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Fig. 12. Microscopio electronico de barrido con el cual se realizo el analisis de los ejemplares de

especies formadoras de rodolitos del PNC.

La medicion de las células vistas en secciones transversales y longitudinales, secciones del
epitalo y camaras tetraesporangiales se realizaron segun el listado de caracteres utilizados para
identificar algas coralinas crustosas de Riosmena Rodriguez (2007b) (Cuadro 11, Fig. 13) y

medidos con el software Image J 1J1.46r (http://imagej.nih.gov/ij/docs/guide.).
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Cuadro 11. Caracteres vegetativos y reproductivos para identificar rodolitos

Cardcter Descripcion

Datos vegetativos

Forma de crecimiento del talo Woelkerling et al., 1993

Organizacion del talo monomérico/dimérico

Tipo de conexiones entre filamentos conexiones secundarias/fusiones
celulares/ambas/ninguna

Tricocistos presente/ausente

Numero relativo de tricocistos individual/mucho

Organizacion relativa de tricocistos  vertical/horizontal

Células epiteliales acampanadas/planas/ enlongadas
largo datos en pm
diametro datos en pm

Células subepiteliales iniciales (um) largas o cortas
largo datos en pm
diametro datos en pm
Células periféricas (pm)
largo datos en um
diametro datos en pm

Células centrales (um)

largo datos en pm

diametro datos en pm
Células palizadas presente/ausente
Poro Presente/ausente
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Datos reproductivos

Tipo de poro
Talo gametangial
Conceptaculo carpoesporangial
largo
diametro
Grosor del techo
Conceptaculo espermatangial (um)
largo
diametro
Groso del techo
Posicion de donde surgen los
espermacios
Tipos de espermacios
largo
diametro
Diametro externo del conceptaculo
(pum)
Diametro de la camara del
conceptaculo (um)
Largo del tetra/biesporangio (um)
Techo del conceptaculo
- Células
- Grosor (um)

Poros en el techo del conceptaculo

uniporado/multiporado/calcificado
monoico/dioico

presente/ausente

datos en pm

datos en pm

cantidad de células

presente/ausente

datos en pm
datos en pm
cantidad de células

piso/fondo o ambos

simples/dendroides
datos en pm
datos en pm

datos en pm

datos en pm

datos en pm

cantidad

cantidad
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Fig. 13. Caracteristicas morfologicas de rodolitos vistas al microscopio electronico: A) Corte
transversal del talo, B) estructuras reproductivas y C) conexiones entre filamentos.
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CAPITULO 111

RESULTADOS
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OPTIMIZACION DEL METODO DE EXTRACCION Y
AMPLIFICACION DE ADN

Las 82 extracciones realizadas mediante métodos CTAB y kits de extracciéon comerciales
resultaron en valores variables de concentracion de ADN y absorbancias: A260, A280, 260/280
y 260/230 (Anexo 3).

En el Cuadro 12 se observan los promedios de los valores de concentracion del ADN
(ng/ul) y DO (A260/280) de rodolitos del PNC para los diferentes métodos de extraccion
utilizados en este estudio. Con el método de extraccion convencional CTAB se obtuvieron altas
concentraciones de ADN, pero de baja calidad (>1,8), lo que demuestra contaminacién por
proteinas o detritos. Los métodos comerciales Macherey Nagel en donde se homogenizé la
muestra con arena, MAN IIb y MAN VIb mostraron las mas bajas concentraciones de ADN (3.95
y 2.00 ng/ul), mientras que los métodos MAN Ia y MAN Ila presentaron valores de baja calidad
(1.40), en comparacion con los otros métodos de la misma casa comercial.

El kit Qiagen produjo valores mas bajos de concentracion de ADN y densidad optica entre
todos los métodos probados (0.75,-3.66), demostrando poca efectividad para la ruptura de la
matriz celular de carbonato de calcio que caracteriza a los rodolitos.

Por su parte, el método Bioneer en donde se utilizd proteinasa K mostro lecturas de
absorbancia con valores mas altos (1.80) en comparacion con el resto de los métodos, mientras
que el método MAN IIIb en donde también se utilizo proteinasa K extrajo mayor concentracion
de ADN que Bioneer (15.95). De igual forma el kit TFI en donde se aplico mayor volumen de

RNAasa extrajo un valor mas alto de concentracion de ADN (38.66), con un DO de 1.62.
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Cuadro 12. Promedios de los valores de concentracion del ADN (ng/ul) y DO (A260/280) de

rodolitos del Parque Nacional Coiba. = media aritmética o promedio, SE= error estandar

Concentracion .
de DNA Absorbancia
# ABREV METODO (ng/ml) 260/280
n X SE X SE
Kit AccuPrep Genomic DNA
1 BIO  Extraction Kit para tejido animal 6 10.51  3.66 1.8  0.05
(Bioneer)
2 CTAB C(T4B 26  89.33 22.62 2.19 0.13

MANA Kit nucleospin plant II/CTAB/lisis

Ia 10 min (Macherey-Nagel) 2 11345 116.55 1.34  0.39

3
MANA Kit nucleospin plant 1I/SDS/lisis 10
b min (Macherey-Nagel) 2 6.85 5.75 1.79 0.72
Kit nucleospin plant
MﬁI:A 1I/CTAB/macerado sin arena/lisis 4 4.00 4.03 1.40 0.85
4 30 min (Macherey-Nagel)
MANA Kit nucleospin plant
b 11/CTAB/macerado con arena/lisis 2 3.95 1.48 1.48 0.17
30 min (Macherey-Nagel)
MANA Kit nucleospin plant 1I/CTAB/lisis
Ma 2 h (Macherey-Nagel) 5 5.18 1.74 1.55 0.16
5 MANA Kit nucleospin plant
b 11/CTAB/proteinasaK/lisis 3 h 24 1595 252 1.56 0.05
(Macherey-Nagel)
Kit nucleospin plant
MI‘:}:A 11I/SDS/macerado sin arena/lisis 2 4 1420 6.81 1.40 0.11
6 h (Macherey-Nagel)
MANA Kit nucleospin plant
IVb 11/SDS/macerado con arena/lisis 2 1 2.00 0 1.45 0
h (Macherey-Nagel)
7 QIA  Kit Dneasy Plant miniKit (Qiagen) 2 0.75 0.05 -3.66 1.37
Kit de purificacion de DNA
8 TFI GeneJET Plant Genomic (Thermo, 6 38.66 13.98 1.62 0.03
Fisher Scientific

Se observo que el tiempo de lisis es crucial para obtener mayor concentracion y mejor

calidad de ADN. Por ejemplo, mediante la utilizacion del método MAN IIIb en donde la
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incubacion fue tres, se obtuvo mayor concentracion en comparacion con las modificaciones de
los otros métodos de la misma casa comercial.

No se observo evidencia de bandas integras en el gel de calidad de ADN para ninguno de
los métodos. La presencia de un barrido en los métodos Bioneer, Macherey Nagel+PRK (MAN

I1Ib), TFI (Thermo Fischer Plant Kit) y Qiagen indic6 la presencia de ADN degradado (Fig. 14).

Fig. 14. ADN aislado de muestras de rodolitos del PNC por cinco métodos de extraccion en gel
de agarosa al 1% (m/v).

Las muestras extraidas con valores de concentracion superiores a 1.0 ng/ul y absorbancias
entre 1.40 y 2.0 fueron seleccionadas para la aplicaciéon de la técnica de PCR. Aquellas
extracciones cuyos valores no cumplian con estos pardmetros no fueron utilizadas para la

reaccion en cadena de polimerasa.
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Dado que los valores de concentracion y pureza de ADN resultaron muy variables, se
optod por aplicar la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las diferencias entre
los métodos de extraccion y escoger el mejor. A pesar de que los resultados de la prueba indicaron
que no existen diferencias significativas entre los métodos (H=8.425; p=0.6745), se observo que
las muestras con valores de concentracion y pureza de ADN mas cercanos a los estandares
mostraron amplificaciones positivas.

En el cuadro 13 se detalla que el método MAN IIIb fue el que gener6 la mayor cantidad
de amplicones en este estudio. El protocolo térmico de Sherwood y Presting (2007) para el
marcador UPA gener6 28 amplicones, mientras que para el marcador psbA se obtuvieron 6
amplicones como se detalla en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Amplificaciones por método de extraccion para marcadores UPA y psbA. N° EXT

(+)= nimero de extracciones positivas.

N° EXT AMPLIFICACIONES

METODO
) UPA psbA

BIO 6 4 1
CTAB 26 0 0
MANA Ia 2 1 1
MANA Ib 2 1 0
MANA Ila 3 1 1
MANA IIb 2 0 0
MANAIIla 5 4 1
MANA IIIb 24 18 2
MANAIVa 3 2 0
MANAIVb 1 0 0
QIA 2 0 0
TFI 6 1 0

Total 82 28 6

65



CARACTERIZACION MOLECULAR DE RODOLITOS DEL

PNC Y COSTA RICA

Se generaron veintiin secuencias de algas rojas formadoras de rodolitos para el PNC, 17

para el marcador UPA y cinco (5) para psbA. Se utilizaron ademas en este estudio 12 secuencias

de rodolitos del PN Isla del Coco y una secuencia de Isla del Cafno para el marcador psbA. Las

coberturas de las secuencias consultadas (query cover) resultaron en un rango entre 81% y 98 %,

mientras que los porcentajes de identidad se distribuyen entre el 87% y 100 % (Cuadro 14, Fig.

15y 16).
9
172]
S
2 6
]
=]
Q
]
@ 3
O
<
9
RN [ L L [
4% 81 83 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 98
© Cobertura de la secuencia consenso en BLAST (%)

Fig. 15. Histograma del porcentaje de coberturas de 35 secuencias consenso (query cover) de

rodolitos en este estudio.
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Fig. 16. Histograma del porcentaje de identidad de BLAST de 35 secuencias de rodolitos en este

estudio.
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Los valores de cobertura de la secuencia de consulta en este estudio pueden estar
relacionados: con la corta longitud de la secuencia del marcador UPA (~410 pb), la cantidad de
secuencias disponibles por marcador para la region de estudio y la naturaleza polifilética de los
rodolitos (Cavalier-Smith, 2015). Solo se encontraron dos secuencias del marcador UPA, cuatro
secuencias psbA para rodolitos de Panama y no se encontraron secuencias correspondientes a

Costa Rica u otros paises del Pacifico de Centroamérica para ninguno de los dos marcadores.

En el Cuadro 14 y Figura 17 se observa que el algoritmo BLAST para el marcador UPA
permitio caracterizar molecularmente cuatro géneros de rodolitos en el PNC: el 50% de las
secuencias presentan similitud con Lithophyllum, 38% con Lithothamnion y 6% con

Neogoniolithon y Sporolithon, respectivamente.

67



Cuadro 14. Caracterizacion molecular de 35 secuencias analizadas en este estudio. Resultados BLAST para 20 especimenes de rodolitos

del Parque Nacional Coiba Panama, 12 del Parque Nacional Isla del Coco y 1 del Parque Nacional Isla del Cano.

PARQUE NACIONAL COIBA
# 1D MARCADOR DESCRIPCION BLAST ACCESO ORIGEN QUERY IDENTIDAD LOl\iI();;)T ub
1 NL-25 UPA Lithophyllum atlanticum  MG515134 USA 89 98.11 370
psbA Peysonneniales OM902388  Guam, USA 92 98.25 893
2 NL-102 UPA Lithophyllum atlanticum  MG515134 USA 89 97.57 370
3 NL-40 UPA Lithophyllum atlanticum  MG515134 USA 89 96.76 370
psbA Lithophyllum okamurae MZ438372 Japon 81 96.48 543
4 NL-15-2 UPA Lithophyllum atlanticum  MG515134 USA 89 95.41 370
5 NL-23 UPA Lithophyllum atlanticum  MG515134 USA 89 95.16 370
6 NL-15 UPA Lithophyllum atlanticum  MG515134 USA 90 94.34 370
7 NL-79 UPA Lithophyllum corallinae ~ MG521219 Brazil 81 92.26 338
8 NL-46 UPA Lithophyllum margaritae  KP192378 Brazil, 89 96.76 370
9 NL-45 UPA Lithothamnion sp. A KUS5114425 USA 91 95.1 370
. de Chiriqui
10 NL-120-1 UPA Lithothamnion sp. D KUS197940 O d¢ Chiriqui 93.53 368
Panama
11 NL-50 UPA Lithothamnion sp.A KU514425 USA 89 98.65 368
12 NL-62-1 UPA Lithothamnion sp.B KU5114429 USA, 92 87.61 369
. de Chiriqui
13 NL-8I-=2 UPA Lithothamnion sp.0 KUS197940 O 4¢ Chiridui, g 97.28 370
Panama,
)
14 NL-7 UPA Lithothamnion sp.J  KU504275 Cebaco, 89 100 370
Panama
Céb
15 NL-77 UPA Lithothamnion sp.J ~ KU504275 €baco, 86 89.9 370
Panama
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16 NL-73-1 psbA Lithothamnion sp.B KUS557501 USA 74 88 926
17 NL-18 UPA Neogoniolithon brassica- 10 151550 USA 98 93.07 409
florida
18 UPA Sporolithon sp. KP192383 Brazil 89 99.46 370
NL-1 ;
19 psbA Sporolithon erythraeum MZ201000 Taiwan 87 97.25 549
Sporolith
20 NL-36 psbA poronon PP598582 China 99 91.65 888
PARQUE NACIONAL ISLA DEL COCO
# ID MARCADOR DESCRIPCION ACCESO ORIGEN QUERY IDENTIDAD LON(S:)T UDb
21 UCR-2102 psbA Lithophyllum margaritae  PP598553 Mexico 94 98.73 872
22 UCR-2106 psbA Lithophyllum okamurae MZA438518 Japon 97 98.07 882
23 UCR-2108 psbA Lithophyllum okamurae MZA38518 Japon 93 98.27 882
24 UCR-2109 psbA Lithophyllum okamurae  PP598553 Mexico 88 98.17 872
25  UCR-2110 psbA Lithophyllum okamurae ~MZA438518 Japon 100 92.9 928
26  UCR-2072 psbA Lithophyllum okamurae MZ128802 Japon 99 98.58 966
27  UCR-2078 psbA Lithothamnion sp. KU557499 USA 100 98.59 966
28 UCR-2067 psbA Lithothamnion sp. MZ364375 Portugal 97 98.58 915
29  UCR-2090 psbA Lithothamnion sp. MZ364375 Portugal 92 92.39 844
30  UCR-2094 psbA Lithothamnion sp. MZ364375 Portugal 81 96.3 670
31 UCR-1513 psbA Lithothamnion sp. KP844865 Panama 83 97.01 794
32 UCR-2073 psbA Mesophyllum sp. LT969635 Bélgica 83 96.22 873
33 UCR-2098 psbA Roseolithon crispatum  KY485304 Brazil 95 96.06 915
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Fig. 17 Rodolitos del Parque Nacional Coiba caracterizados segun BLAST en este estudio. A-F)
Lithophyllum coibense NL15, NL15-2, NL25, NL23, NL40 y NL102, G) Lithophyllum corallinae,
NL79, H) Lithophyllum margaritae. NL46, 1) Lithophyllum insipidum, NL123, J-O) Lithothamnion J,
NL7, NL77 K - L) Lithothamnion sp A, NL45, NL50, M-N) Lithothamnion sp B , NL62-1, NL73, P)
Lithothamnion sp , NL81-2, Q) Lithothamnion sp D, NL120-1, R) Sporolithon indopacificum, NL1, S)

Sporolithon sp, NL36, R) Neogoniolithon sp, NL18 y U) Polystrata erupta, NL34.
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Lithophyllum fue encontrado en siete de los ocho sitios de muestreo, Lithothamnion en
cinco, mientras que Sporolithon se encontr6 en Playa Machete y Don Juan y Neogoniolithon

solamente en el islote Cocos (Cuadro 15, Fig. 18).

Cuadro 15. Distribucion de géneros de rodolitos por sitios de muestreo.

Género Sitios de Muestreo

Granito de Oro, Iglesias, Buffet, Cocos, Canales de Afuera, Rancheria,
Don Juan

Lithophyllum
Lithothamnion  Iglesias, Cocos, Canales de Afuera, Rancheria, Don Juan
Sporolithon Playa Machete, Don Juan

Neogoniolithon  Cocos

w—e

S . cANALES
]

L J
‘4 RANCHERIA .3.
®

’.?* SITIOS

° 1- Buffet
i 2- Canales de afuera

3- Iglesias
COIBA 4- Playa Machete

5- Cocos

6- Don Juan

1050 1 2 3 4Km 7- Granito de Oro

* Lithophyllum . Lithothamnion ‘ Sporolithon - Neogoniolithon

%

Fig. 18. Distribucion de géneros de rodolitos en el PNC por sitio de muestreo.
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Con el marcador psbA también se identificaron cuatro géneros de algas coralinas no
geniculadas formadoras de rodolitos para Costa Rica: 46% de las secuencias presentan similitud
con Lithophyllum, 38% con Lithothamnion y 8% con Roseolithon y Mesophyllum,

respectivamente.
Analisis para el marcador 238 RNA, UPA (Amplicon universal del plastidio).

El andlisis para el marcador UPA resultdé en 17 nuevas secuencias generadas por primera vez
para los rodolitos del PNC Coiba, permitiendo identificar 9 posibles especies, distribuidas entre
cuatro géneros (Lithophyllum= 2 sp, Lithothamnion= 5 sp, Sporolithon= 1 sp, y
Neogoniolithon=1 sp), mediante la reconstruccion de relaciones filogenéticas por Inferencia

Bayesiana utilizando el modelo evolutivo K2P+1+G4 y analisis de distancia genética (ASAP).
Taxonomia molecular de Lithophyllum

El andlisis de inferencia bayesiana alcanzo6 la convergencia después de 5 millones de
generaciones, donde la desviacion estandar entre cadenas fue de 0,004. La convergencia y la
mezcla fueron satisfactorias, todos los parametros tenian un tamafio de muestra efectivo de 3751
lecturas de secuencias de ADN o superior y la variacion de soporte probabilistico entre grupos
de Lithophyllum fue desde 1 a 0.1.

El cladograma de inferencia bayesiana para Lithophyllum (Fig.19) muestra dos clados
principales en donde se agrupan las secuencias de Coiba. La topologia entre los especimenes NL-
40, NL-102, NL-25, NL-23, NL-15 y NL-15-2, forman un clado altamente soportado
(probabilidad posterior= 0.951). Este clado esta relacionado de manera mas cercana con la

especie Lithophyllum atlanticum (probabilidad posterior=1.00), no obstante, la longitud de rama
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de 0.27 sugiere que los especimenes de Coiba representan una especie diferente a L. atlanticum
de Brazil (MG515134) y USA (KP192373), utilizadas como referencia comparativa.

Los clados formados por NL 15-2, NL 15 y NL 40, NL 102 presentan una mayor
diferencia entre los pares de bases de sus secuencias de ADN (longitudes de ramas=0.013,

0.014) , divergiendo del clado formado por NL 23 y NL25.

Ante la presencia de una leve variacion intraespecifica en un rango estrecho de
distribucion de las muestras, se sugiere la utilizacion de datos morfologicos para corroborar esta

identificacion (ver seccion de caracterizacion morfoldgica).

La topologia de los linajes para los especimenes NL-79 y NL-46 no se resolvieron con el
marcador UPA, sin embargo, aunque con bajo soporte (probabilidad posterior= 0.487) se

observa un segundo clado para las secuencias de Coiba.

NL 46 tienen una longitud de rama de 0.003 y 0.002 con respecto a dos secuencias de L.
corallinae de Brazil. Aunque podria tratarse de la misma especie por su baja variacion

intraespecifica esta relacion muestra un bajo valor de probabilidad posterior de 0.282.

Por su parte la muestra NL-79, podria considerarse una especie distinta de L. margaritae
debido a la longitud de rama de 0.012 observada entre ambas secuencias en la cladograma y a su
vez, también es diferente de NL-46, con una longitud de rama de 0.057. Aunque se agrupa NL-
79 en este clado, la probabilidad posterior de 0.487 no permite resolver las identidades de estos

taxones.

Dado que las longitudes de las ramas entre los dos clados principales son relativamente
largas y las probabilidades posteriores de la separacion del clado uno es alta, es probable que

NL-15, 15-2, 23, 24, 40, y 102 representen una misma especie de Lithophyllum, mientras que
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NL-46 corresponda a L. corallinae y NL-79 represente otra especie distinta a L. margaritae

caracterizada como esta especie segin el algoritmo BLAST.

Tree scale: 0.1 + . |

NL15 2 Lithophyllum sp. Granito de Oro, Coiba
NL15 Lithophyllum sp. Granito de Oro, Coiba
NL23 Lithophyllum, Cocos, Coiba
NL25 Lithophyllum Cocos, Coiba 1
NL102 Lithophyllum Buffet, Coiba
NL40 Lithophyllum, Don Juan, Coiba
KP192373 L. atlanticum Brazil
MG515134 L. atlanticum USA

MG521194 Lithophyllum sp 2 Brazil
MG521195 Lithophyllum sp 2 Brazil
KMO073314 L. dentatum Espafia
KM073327 L. pustulatum Esparnia
MG521223 Lithophyllum sp 3 Brazil
KMO073313 L. dentatum Esparfia
KMO073316 L.incrustans Esparia
KMO073315 L. dentatum Espafia
KMO073317 L. incrustans Espafia
KM073324 L. kotschyanum Australia
HQ420970 L. insipidum Hawai
HQ421545 L. insipidum Hawai
HQ420966 L. insipidum Hawai
MG521222 Lithophyllum sp 1 Brazil
MG521219 L. corallinae Brazil
MG521224 L. corallinae Brazil

NL46 Lithophyllum sp Don Juan, Coiba
MG521188 L. corallinae Brazil

NL79 Lithophyllum sp Iglesias, Coiba
KP192378 L. margaritae Brazil
KP192381 L. margaritae Brazil
HQ421552 L. kotschyanum Hawai
KMO073321 L. kotschyanum Australia
MG521192 L. kaiseri Brazil

MG521212 L. kaiseri Brazil

MG521265 L. pustulatum Brazil
HQ420974 Mesophyllum erubescens
HQ420971 Sporolithon ptychoides

0,555

Fig 19. Cladograma de Inferencia Bayesiana para las secuencias de UPA del género
Lithophyllum del PNC, 500000 réplicas, K2P+1+G4
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Taxonomia molecular de Lithothamnion

El cladograma en la Fig. 20 representa las relaciones filogenéticas entre diferentes
muestras de Lithothamnion sp. de Coiba, basadas en inferencia bayesiana. Los valores numéricos
sobre las ramas indican las probabilidades posteriores, que son una medida del soporte bayesiano

para cada relacion inferida.

El anélisis muestra dos grupos bien definidos:

El primer grupo agrupa a NL7 con soporte relativamente alto (probabilidad posterior de
0.947) junto a Lithothamnion J de Isla Cébaco (KU504275). Esto sugiere que hay una alta
confianza en que esta muestra representa la misma especie que Lithothamnion Jy que es un

grupo distinto de las demés muestras.

Las secuencias de los especimenes NL62-1, NL81-2, NL120-1, NL45 y NL50 forman un
segundo grupo, el cual tiene buen soporte, con una probabilidad posterior de 0.789, lo que sugiere

la divergencia de estos dos grupos principales.

Dentro del segundo grupo, se distinguen tres subclados:

Subclado 1: Los especimenes NL-62-1 y NL-81-2 forman un subclado con una
probabilidad posterior de 0.599. Este valor indica un soporte moderado, suficiente para sugerir
que estas dos muestras estdn estrechamente relacionadas, posiblemente por su relacion

filogeografica.

La longitud de la rama en NL-62-1 (0.065) respecto a NL-81-2 sugiere que estas muestras
no pertenecen a la misma especie por la diferencia genética acumulada, a pesar de la relacion

sugerida. Para comprobar este hallazgo se necesitan datos morfologicos y ecoldgicos.
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Subclado 2: La separacion entre NL-120-1 y el subclado 3 formado por NL-45 y NL-50
tiene una probabilidad posterior baja de 0.297, lo que indica una relacion menos confiable entre
estas muestras, presentando incertidumbres o posibles divergencias, destacando la necesidad de

mas datos para una clasificacion precisa.

Subclado 3: Se observa que la relacion entre NL-45 y NL-50 tiene una probabilidad
posterior de 0.471, lo que también indica un soporte bajo para la relacion cercana entre estas dos
muestras, sugiriendo que, aunque estan relacionadas, podria haber diferencias significativas entre

ellas.
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Tree scale: 0.1

KUS514423 Lithothamnion sp E, Louisiana, USA

KU514424 Lithothamnion sp - México
KU514422 Lithothamnion sp H, Florida, USA
KU514421 Lithothamnion sp G, Lousiana, USA

KU504275 1 Lithothamnion sp J, Cébaco, PAN

NL7 Lithothamnion sp, Rancheria, Coiba 3

KU519741 Lithothamnion sp |, Brazil

KUS04274 Lithothamnion sp I, Lousiana, USA

—KU514428 Lithothamnion sp C, Lousiana, USA

~KU519740 Lithothamnion sp D, Lousiana, USA

NL62-1 Lithothamnion, Iglesias, Coiba 4

NL81-2 Lithothamnion sp, lglesias, Coiba S

NL120-1 Lithothamnion sp, Canales de Afuera 6

NL45 Lithothamnion sp, Don Juan, Coiba
NL50 Lithothamnion sp, Don Juan, Coiba

KU514425 Lithothamnion sp A, Lousiana, USA

—KU514429 Lithothamnion sp B, Lousiana, USA

HQ420971 Sporolithon ptychoides

Fig 20. Cladograma de Inferencia Bayesiana para las secuencias UPA del género Lithothamnion

del Parque Nacional Coiba, 500000 réplicas, K2P+1+G4
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Taxonomia molecular de Sporolithon y Neogoniolithon

El cladograma de inferencia bayesiana para Sporolithon y Neogoniolithon se representa
en la Fig. 21. La probabilidad posterior de 0.599 muestra dos grupos definidos, el grupo

Sporolithon y el grupo Neogoniolithon.

El espécimen NL 1 se asocia con una alta probabilidad posterior (0.999) a tres secuencias
de Sporolithon sp. de Brazil (KP192382, KP192385, KP192383), indicando que estas muestras
pueden representar la misma especie ya que presentan una minima variacion intraespecifica. Por
su parte, la alta confianza de probabilidad que también se indica con KY980429 (1.0) y sus
valores de longitud variables es evidencia que nos sefiala que NL 1 podria considerarse una
entidad diferente a S. sinusmexicanum debido a la gran cantidad de cambios genéticos

acumulados.

Para validar si NL 1 representa una secuencia de otras especies de Sporolithon reportadas
para Panaméa o la region del Pacifico Tropical, es necesario generar comparaciones de
homologias de secuencias para otros marcadores como 18S, psbA o COI, los cuales tienen
secuencias disponibles en GenBank, ademas de los datos morfologicos que permitan describir la

especie con mayor precision.

Esta caracterizacion nos permite identificar a nivel molecular que Sporolithon sp. se
encuentra tanto en el Atlantico como el Pacifico, lo que lo convierte en una especie de rodolito

anfioceanico.
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Para el caso del grupo Neogoniolithon se evidencia un valor de probabilidad aceptable
(0.716) entre NL18 y Neogoniolithon brassica-florida (HQ421550) de Hawai. No obstante, dado
a que la variacion en las longitudes de las ramas entre las dos muestras es relativamente larga
(0.06) y la probabilidad posterior es alta, es probable que NL 18 represente una especie diferente
a Neogoniolithon brassica-florida caracterizada segin el algoritmo BLAST. También se
requieren de datos morfologicos y secuencias de otros marcadores para comparar con la

informacion genética disponible en GenBank y corroborar la identidad de esta especie.

Tree scale: 0.1 +

KY980426 Sporolithon ptychoides, Egipto
KY980427 Sporolithon molle, Egipto
Q420971 Sporolithon ptychoides, Hawai, USA
KY980428 Sporolithon eftorensis, Hawai, USA
KP192382 Sporolithon sp Brazil
P192385 Sporolithon sp Brazil
KP192383 Sporolithon sp
NL1 Sporolithon sp, Machete, Coiba 8
—— KY980429 Sporolithon sinusmexicanum, Louslana, USA
HQ421550 Neogoniolithon brassica florida, Hawai, USA
NL18 Neogoniolithon, Cocos, Coiba 9
KMO073329 Neagoniolithon fosliei, Polinesia
KM073332 Neagoniolithon sp, Guadalupe
KM073330 Neogoniolithon sp, Espafia
KMO073331 Neogoniolithon sp , Espaia
KM073328 Neagoniolithon fosliei, Kenya
———KU504275 Lithothamnion sp J Cebaco PAN
-KU519740 Lithothamnion sp D Golfo de Chirigui PAN
MG521226 1 Amphiroa cf beauvoisii

0.997

Fig. 21 Cladograma de consenso resultante del analisis de Inferencia Bayesiana de las secuencias

de UPA para los géneros Sporolithon y Neogoniolithon del PNC, 500000 réplicas, K2P+1+G4
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Analisis de delimitacion de especies mediante distancias genéticas (ASAP) para el

marcador UPA.

El andlisis de distancia genética realizado mediante el método ASAP en un conjunto de
secuencias de Lithophyllum y Lithothamnion revelo la existencia de dos grupos genéticamente
diferenciados para Lithophyllum y cuatro para Lithothamnion, lo que indica la posible presencia
de al menos 6 especies distintas entre estos géneros para el conjunto de muestras evaluadas con
el marcador UPA (Cuadro 16).

Los tres modelos de sustitucion probados generaron el mismo puntaje ASAP para el

mismo nimero hipotético de especies.

Cuadro 16. Numero de especies hipotetizadas segtin las distancias genéticas (ASAP) para el marcador

UPA.

Modelo N° de especies Puntaje ASAP

K30 2 1.00

Lithophyllum J_C36 2 1.00
p-distance 2 1.00

Lithoth _ K80 4 1.00
ithothamnion JC36 4 1.00
p-distance 4 1.00

El valor de confianza asociado al puntaje ASAP para ambos géneros fue aceptable (tabla

15), lo que respalda la separacion entre los grupos.

La distancia genética dentro del grupo Lithophyllum sp 1 obtenida en el filograma para el
marcador UPA fue baja (0.02) (Anexo 4), lo que sugiere una variabilidad genética interna

minima. En cambio, la distancia entre NL 46 y NL 49 presenta mayor variabilidad (0.09) (Anexo
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4), situacion que también se corrobora con la longitud de las ramas obtenido en el cladograma de
estas secuencias.

La variacién en estos valores refleja la necesidad de analizar otros marcadores para
esclarecer si realmente representan una entidad taxondmica diferente.

Los saltos observados en las distancias entre los grupos sugieren limites entre dos posibles

especies moleculares (Fig. 22).

En cuanto a las particiones para Lithothamnion, se agrupa a NL45, NL50 y NL81-2 con

una variacion genética dentro del grupo de 0.04.

Se observa también en el cluster de distancia (Fig. 23) que NL120-1 y NL 62-1 se

encuentran menos distantes entre ellas que NL 7. Situaciéon que también se confirma en las

relaciones obtenidas con el cladograma de inferencia bayesiana para este género
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Nb subsets/asap scare (843] [130] [640] (A3 [210]
Rank 6 O .

NL15 Lithophyllum GO

NL15-2 Lithophylhum GO |
LI Litphylm BU T — | x
NLA0 Lithophyllum DJ |
NL25 Lithophyllum CO

NL23 Lithophyllum CO

NL46 Lithophyllum DI

NL79 Lithophyllum IG

Fig. 22. Diagrama de particiones y cluster de distancia genética por ASAP para secuencias de Lithophyllum de Coiba.

Nb subsety/azap seore 320 [0 [350] 243
Rark 2 Y [ {4

NL7 Lithothamnion RA
NL45 Lithothamnion D7
NL30 Lithothamnton D]

NL8!1-2 Lithotammiom IG
NL120-1 Lithothamnion CA

NL62-1 Lithothamnium IG

Fig. 23. Diagrama de particiones y cluster de distancia genética por ASAP para secuencias de Lithophyllum de Coiba.
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Analisis para el marcador psbA del cloroplasto.

El analisis para el marcador psbA resulté en cinco secuencias para Isla Coiba y 13 para Costa
Rica, permitiendo identificar 10 especies distribuidas en cinco géneros (Lithophyllum=3 sp ,
Lithothamnion=3 sp., Sporolithon= 2 sp., Mesophyllum= 1 sp. y Roseolithon=1 sp) mediante la
probabilidad posterior del analisis de Inferencia Bayesiana utilizando el modelo evolutivo

GTR+F+I+G4 y el analisis de delimitacion de especies por distancia genética (ASAP).
Taxonomia molecular de Lithophyllum

El analisis de inferencia bayesiano para el marcador pshbA (Fig. 24) alcanz6 la
convergencia después de 5 millones de generaciones, donde la desviacion estandar entre cadenas
fue de 0,07. La convergencia y la mezcla fueron satisfactorias, todos los parametros tenian un
tamafio de muestra efectivo de 3751 o superior .

Secuencias de Coiba para Lithophyllum (NL-40 y NL-25) se agrupan con un alto valor de
soporte (0.99) entre ellas. Las longitudes de las ramas de estas secuencias en funcion de las
especies de Costa Rica y de Lithophyllum okamurae y margaritae de Japon y México, indican
que las secuencias de Coiba son una posible especie diferente a las antes mencionadas.

En cuanto al clado que agrupa a especies de Lithophyllum de Costa Rica se infiere una
relacion con soporte de 0.68 entre ellas y especimenes de L. okamurae de Japon y L. margaritae
de México. Probablemente UCR-2102, UCR-2102, UCR-2108, UCR-2110, UCR-2072, UCR-
2109 representen la misma especie considerando los valores de probabilidad posterior entre
secuencias (0.997) y las variaciones intraespecificas entre las longitudes de ramas.

Las evaluaciones morfologicas de estos especimenes permitiran esclarecer las identidades
de los taxones, también se requieren secuencias de otros marcadores para robustecer la

informacion.
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Tree scale: 0.1 ——— UCR 2102 Lithophyllum sp, Silverado, Coco CR

0.997
UCR 2108 Lithophylilum sp, MCG, Coco CR

UCR 2110 Lithophylium sp, MCG, Coco CR 1 O

UCR 2106 Lithophylium sp, MCG, Coco CR 1 1

0847, ~eo0617 L. ckamurae, Japan

0.985]
'MZ128806 L. okamurae, Japan

MZ128802 L. margaritae BCS, México
[0.68] [0.562]

JQ896253 L. margaritae BCS, Mexico

MZ128793 L. margaritae BCS, México

0.999
0962 MZ128801 L. margaritae BCS, México
~10.999

MZ128800 L. margaritae BCS, México

0,949

@XOZ(MS? L. neocongestum BT, PAN

NL25 Lithophylium sp, Cocos, Coiba

0.995 1
NL40 Lithophylium sp, Don Juan, Coiba

KP192371 L. atlanticum, Brazil

10.553]
——KP192378 L. margaritae, Brazil

HQ420971 1 Sporolithon ptychoides

Fig. 24. Cladograma de consenso resultante del anélisis de Inferencia Bayesiana de las secuencias de psbA del género Lithophyllum de

Costa Rica y Coiba, 500000 réplicas, modelo GTR+F+1+G4.
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Taxonomia molecular para Lithothamnion

El cladograma en la Fig. 25 representa las relaciones filogenéticas entre diferentes
muestras de Lithothamnion sp. de Coiba, Costa Rica y otras areas insulares de ambos paises

(Golfo de Chiriqui, Cébaco e Isla Del Cafio), basadas en inferencia bayesiana.

El anélisis muestra tres posibles especies, en donde la secuencia de NL 73 de Coiba
representa una identidad taxonomica distinta con un alto soporte de probabilidad posterior de

0.825 en referencia a las analizadas en este estudio para Costa Rica

El espécimen UCR-1513, el cual proviene de Isla del Cafo en Costa Rica se une en el
cladograma con Lithothamnion sp. J (KP844865) de Isla Cébaco con un alto valor de
probabilidad (1.00) y una longitud de rama de 0.017. Esta relacion nos sugiere que UCR-1513 es
la misma especie encontrada en Isla Cébaco y en Rancheria, muestra que mostr6 un alto valor de
probabilidad en su relacion para el marcador UPA. Las diferencias en sus longitudes de rama
indican la variacion genética que presentan las especies, posiblemente debido a las presiones a

las que se ven sometidas en las zonas donde habitan.

El valor de probabilidad posterior de 0.34 entre UCR -2067 de Bahia Wetson y UCR 2094
de Silverado en PN Isla del Coco sugiere una baja posibilidad de que compartan un ancestro

comun reciente, lo que indica que podrian ser dos posibles especies diferentes.

La relacion con la tercera muestra UCR -2078 (0.595) tampoco ofrece un fuerte respaldo.
Para concluir si son la misma especie, se deben realizar analisis complementarios (morfologicos

0 genéticos) que permitan una evaluacion mas soélida.
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Tree scale: 0.1 ¢ MZ200768 Lithothamnion sp 4, Taiwan
MZ200776 Lithothamnion sp 4, Taiwan
KU557495 Lithothamnion sp F; México

KUB57493 Lithothamnion sp E, USA

(819261 Lithothamnion corallioices, Espafia
KU557492 Lithothamnion sp G, USA
KC963420 Lithothamnion crispatum, Nueva Zelanda
FJ361502 Lithothamnion crispatum, Nueva Zelanda
MG191373 L. erinaceum, Noruega

IW536536 L. sonferum, Noruega
e W536511 L. erinaceum, Noruega
T TIW536555 L. sorferum, Noruega
KP224290 L. glaciale, Canadd
W536591 L. tophiforme, Canada
—————J0896241 L. muelleri, México
UL KP§44864 L ithothamion s, USA

KP844865 Lithothamnion sp J, Cébaco PAN

UCR 1513 Lithothamnion sp, Cafio, CR 3
MH252252 L. squamulosum, Alemania

IMW536692 L. squamulosum, Noruega

KU557496 Lithothamnion sp A, USA

KU557500 Lithothamnion sp D, G.Chiriqui, PAN
KUS57498 Lithothamnion sp C, USA

KUB57501 Lithathamnion sp B, USA

MZ364381 Lithothamnion sp, Portugal

NL73- Lithothamnion sp, Cocos, Coiba 13

MG784171 1 Amphiroa cf beauvoisit

Fig. 25. Cladograma de consenso resultante del analisis de Inferencia Bayesiana de las secuencias
de psbA para el género Lithothamnion de Costa Rica y Coiba, 500000 réplicas, modelo

GTR+F+I+G4.
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Taxonomia molecular para Sporolithon

El cladograma de inferencia bayesiana para Sporolithon (Fig. 26) indica la presencia de
dos especies para Coiba con valores de probabilidad posterior de 0.849 para NL-1 y 0.795 para

NL-36.

La relacion de NL-1 con S. erythraeum muestra bajos valores de probabilidad posterior,
indicando que es posible que la muestra de Coiba sea una entidad taxondémica distinta. Por su
parte la relacion de alto soporte con la muestra MW916227 (0.992) y a su vez con S.
indopacificum (0.849) sugieren que estas secuencias representan la misma especie . La longitud
de la rama de NL-1 tiene un valor de 0.03, indicando que muestra mayor acumulacioén de cambios
con respecto a la muestra de Tanzania. Los datos morfoldgicos son necesarios para confirmar la

identificacion de esta especie.

Tree scale: 0.1 +

MT447180 Sporolithon sp, Filipinas
0Q290695 S. ptychoides, Egipto
MG051272 S. molle, Egipto
OM902353 1 Sporolithon sp 5, USA
MZ201055 Sporolithon sp 5, Taiwan
KP142753 S. cf ptychoides, Brazil

KP142752 Sporolithon sp, Brazil

MT214482 S. franciscanum, Brazil

MF034550 S. sinusmexicanum, USA
ON365773 Sporolithon sp, USA
KP142751 S. tenue, Brazil

DQ167909 Sporolithon sp A, Nueva Zelanda

0Q290693 1 Sporolithon sp , Australia

DQ167962 Sporolithon sp B, Nueva Zelanda

0Q290691 S. durum, Australia

MG051270 S. indopacificum, Tanzania

NL1 Sporolithon sp, Machete, Coiba 8
MW916227 Sporolithon sp , Brazil

TTmz201001 s. erythraeum, Taiwan

MZ200957 S. erythraeum, Taiwan

17200996 S. erythraeum, Taiwan

g ] 2200971 S erythraeum, Taiwan

12200972 S. erythraeum, Taiwan

0Q296260 Sporolithon sp, Taiwan

NL36 Sporolithon sp, Don Juan, Coiba | 4

MG784171 1 Amphiroa cf beauvoisii

fozes]

Fig, 26. Cladograma de consenso resultante del analisis de Inferencia Bayesiana de las secuencias
de psbA del género Sporolithon de Coiba, 500000 réplicas, modelo GTR+F+I+G4.
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Analisis de delimitacion de especies mediante distancias genéticas (ASAP) para el

marcador psbA.

El numero de especies hipotetizadas para los dos géneros mejor representados en la
caracterizacion molecular con el marcador pshA fueron analizadas seglin sus distancias genéticas,

resultando en tres especies tanto para Lithophyllum como para Lithothamnion.

El valor de confianza asociado a la particion para ambos géneros fue aceptable (Cuadro

17), lo que respalda la separacion entre los grupos.

Los valores en las distancias entre los grupos sobrepasan el umbral ASAP (0.58) (anexo
4) sugiriendo limites entre tres posibles especies moleculares; especie 1: representada por todas
las secuencias de Lithophyllum de Costa Rica, especie 2 por NL-40 y especie 3 por NL-25, estas

dos ultimas mas cercanas entre si (Fig. 27).

Cuadro 17. Numero de especies hipotetizadas segun las distancias genéticas (ASAP) para datos

moleculares obtenidos con el marcador psbA.

Puntaje
Modelo N° de especies
ASAP
K80 3 1.50
JC36 3 1.50
Lithophyllum
p-distance 3 1.50
K80 3 1.00
Lithothamnion JC36 3 1.00
p-distance 3 1.00
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La distancia genética dentro de los especimenes agrupados en la especie 1 fue baja (0.02),
lo que sugiere una variabilidad genética interna minima, por tal razon corresponden a la misma

especie.

En cambio, la distancia entre la especie 1 y NL-40 fue de 0.58 y de NL-25 de 0.6, lo que
refleja unidades taxondémicas diferentes respecto a las secuencias de Costa Rica, situacion que

también se refleja en la distancia de las ramas para el cladograma que relaciona estas secuencias.

En cuanto a las particiones para Lithothamnion, UCR-2067, UCR-2090, UCR-2094,
UCR-2078 muestran una distancia promedio de 0.04 y las agrupa como una misma especie. Sin
embargo, NL-40 y NL-25 mostraron distancias de 0.1, este valor supera el umbral de distancia

por ASAP (0.04) lo que representa divergencia, por lo tanto, especies distintas (anexo 5).

Se observa también en el cluster de distancia (Fig. 28) que NL-73 de Coiba se encuentra

mas distante de las secuencias de Isla del Coco y de Isla del Cafio.
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No. Subsets/asap score [7/6.01 [6/6.0] [5/4.0] [4/2.5] [3/1.5] [3/2.0]

Rank (61

-

UCR 2072 L. okamurae

UCR 2109 L. okamurae

UCR 2102 L. margaritae
UCR 2108 L. okamurae )
UCR 2106 L. okamurae |

UCR 2110 L. okamurae

NL 40 Lithophyllum PNC

[51 [4 B3l 0 12]
L]
I
L i
J
]
|

Fig. 27. Diagrama de particiones y cluster de distancia genética por ASAP para secuencias psbA de Lithophyllum de Coiba 'y Costa Rica.

NL 25 Lithophyllum PNC

No. Subsets/asap score [6/4.0] [5/3.5] [3/1.0] [2/2.0]
Rank 1]

[4] B2
NL 73-1 Lithotamnion PNC
UCR 2067 Lithothamnion sp —
UCR 2090 Lithothamnion sp — —
UCR 2094 Lithothamnion sp l
UCR 2078 Lithothamnion sp _‘
UCR 1513 Lithothamnion

Fig. 28. Diagrama de particiones y cluster de distancia genética por ASAP para secuencias pshA de Lithothamnion de Coiba y Costa

Rica.
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CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE ESPECIMENES DE
RODOLITOS DEL CLADO ‘Lithophyllum sp. 1’ del PNC

Lithophyllum es el género de algas coralinas no geniculadas con mayor numero de
especies, el cual actualmente incluye 146 especies taxonomicamente aceptadas (Guiry y Guiry,

2024).

Muchas de esas especies han sido descritas solo basadas en caracteristicas morfo
anatomicas, que es informacion necesaria para validar las identidades moleculares de las especies

e inferir aspectos relevantes sobre su sistematica, filogenia, distribucion y diversidad.

Las caracteristicas que presentan los representantes del género Lithophyllum Philippi

incluyen: talos dorsiventrales, con protuberancias o masas subglobosas no adheridas.

Talos monomeros o dimeros, si son monomeros dispuestos en capas de células
decumbentes y arqueadas (anatomia coaxial) o curvandose hacia arriba hacia la superficie del

talo (anatomia plumosa).

Las células de los filamentos de primer orden rara vez estan estratificadas y alargadas
(células en empalizada). Las paredes mas externas de las células epiteliales son redondeadas o

aplanadas, no ensanchadas.

Células en filamentos contiguos a menudo unidas por conexiones secundarias; fusiones

celulares ausentes. Tricocistos presentes o ausentes, pero si estdn presentes aparecen solos.
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Las células reproductivas se forman dentro de conceptaculos uniporados. Conceptaculos
tetrasporangiales y bisporangiales que a veces contienen columelas. Tapones esporangiales

apicales ausentes. Los gametangios son poco conocidos (Guiry y Guiry, 2024).

El andlisis de la morfoanatomia de cinco especimenes del PNC (NL-15, NL-15-2, NL-
25, NL-40 y NL-102) agrupados en este clado tanto para la caracterizacion molecular con los
marcadores UPA y psbA de este estudio, revelan una incongruencia con la descripcion hasta el

momento utilizada para el género Lithophyllum.

Los especimenes del PNC presentan fusiones celulares en el eje Z entre células de los
filamentos adyacentes, una organizacion dimera del talo, conexiones primarias y secundarias, asi
como tricocistos (en un espécimen), cristales a lo interno de sus concepticulos y otras
caracteristicas morfométricas que se resumen en el Cuadro 18 -19 y que no se incluyen como

propias del género.
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Cuadro 18. Comparaciéon morfoanatomica del clado A ‘Lithophyllum sp’ del Parque Nacional Coiba. Las mediciones se representan

como media + desviacion estandar, seguido del rango en corchetes. L=aterronado, W= verrugoso, F= fruticoso, D=dimera, A=aplanadas,

EC =elongada/columnar.

NL-15 NL-15-2 NL-25 NL-40 NL-102
Caracteristicas vegetativas
Forma de crecimiento L-W L-W F F F-W
Organizacion del talo D D D D D
Fusiones celulares en el eje Z s s + + +
Conexiones 1°y2° 1°y2° 1°y2° 1°y2° 1°y2°
Células del epitalo
Forma A A A A A
Numero de células epiteliales 1 1 1 1 1
Alto (um) 7 +4 [2-11] 51 [3-6] 3+1[3-4] 10 +£2 [8-13] 8 £1 [8-10]
Diametro (pm) 11£3 [13-27] 9 +1[8-10] 8 £2 [6-10] 6 £1 [4-7] 8 £1 [6-10]
Células del peritalo
Alto (um) 9+1[7-10] 10 £3 [7-14] 13 +£2 [9-14] 7 £1 [26-8] 11 £2 [8-14]
Diametro (pum) 7 £1[9-5] 8 £1 [9-6] 9+1[8-11] 7 £2[5-9] 6 =1 [5-6]
Células del hipotalo EC EC EC EC EC
Tricocistos + - - - -
Cristales - + + + +
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Continuacion. Cuadro 19. Comparacién morfoanatémica del clado A ‘Lithophyllum sp. 1’ del Parque Nacional Coiba. Las mediciones
se representan como media + desviacion estandar, seguido del rango en corchetes. A=a nivel del borde, H= hundido, C= calcificada,

NC=no calcificada, P=piso del conceptaculo, T =techo del conceptaculo, t=tetrasporas, b=biesporas, n.o=no observado en este estudio.

NL-15 NL-15-2 NL-25 NL-40 NL-102
Caracteristicas
reproductivas
Tipo de poro uniporado uniporado uniporado uniporado uniporado
Conceptaculos
tetraesporangiales
Diametro de la camara (um) 294 £43 [249-359] 277 £38 [241-326] 256 £98 [123-360] 336 +29 [315-356] 170 +51 [83-207]
Alto de la camara (um) 133 £30 [90-164] 99 +11 [86-110] 130 £50 [58-173] 141 £17 [129-153] 90 £35[52-142]
Elevacion del techo A, H H H AH AH
Profundidad del piso del
conceptaculo a la superficie 11-17 8-11 5-11 8-14 6-11
(nimero de células)
Columela + + + + +
Tipo de columela C/NC C C C/NC C
Posicion P/T P P P/T P
Naturaleza de las esporas t t n.o. b t
Conceptaculos
gamentangiales + + + n.o n.o
Conceptaculos
carpoesporangiales + n.o + + +
Conceptaculos enterrados en
el talo + + + + +
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A continuacion, se presenta en detalle la caracterizacion morfologica de los especimenes

analizados:

Lithophyllum sp.1 NL-15: Granito de Oro, Isla Coiba, encontrada a ~2 m de profundidad (Fig.

29)

Descripcion

Estructura vegetativa: Talos de vida libre, formando rodolitos de 3-4 cm de diametro; aterronado,
portando pequefias protuberancias cilindricas. La organizacion interna del talo es
pseudoparenquimatosa y dimera. . Los filamentos de las protuberancias estan terminados en una
hilera de células epiteliales aplanadas de 2-11 pm de largo y 13-27 um de diametro. Células de

los filamentos adyacentes unidas por conexiones primarias y secundarias y fusiones celulares en

el eje z, tricocitos individuales presentes.

Reproduccion: Conceptéaculos bi/tetraesporangiales maduros uniporados, con techos a nivel de
la superficie del talo y hundidos. Camara del conceptaculo de 249-359 um de diametro y 90--
164 um de alto; el piso del conceptaculo situado de 11-17 hileras de células por debajo la
superficie del talo, portando tetrasporangios alineados alrededor de una columela central que sale
del piso y que algunos conceptaculos es calcificada y en otro no calcificada Se observaron

tetraesporas/biesporas y variaciones anatdmicas a lo interno de los diferentes conceptaculos.

95



o

DO
(&

i

AL

.(_-,.5“7.

Fig. 29. Lithophyllum sp 1. NL-15. Habito del talo y morfoanatomia

A) Habito aterronado. B) Corte transversal del talo mostrando construccion radial y un
conceptaculo en crecimiento (flecha), escala 100 um. C) Corte transversal del talo mostrando el
peritalo (P), las células epiteliales (E ), conexiones pit primarias (PP), conexiones pit secundarias
(SP), escala 10 um. D) Superficie del talo mostrando células epiteliales aplanadas y tricocitos
individuales (T), escala 10 um . E) Vista superficial de un conceptaculo uniporado, escala 10 um.
F) Corte vertical del talo mostrando el hipotalo columnar (H), conceptaculos elevados (K) con
cinco capas de células formando el techo, hundidos (L) con dos tipos de columnelas: en el piso
del conceptaculo (asterisco) y en el techo del conceptaculo (tridngulo) y enterrados en formacion
(M) con células del canal del poro compuestas por células papiladas (flechas blancas) que se
proyectan hacia el interior del canal, escala 100 pm.
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Lithophyllum sp.1 NL 15-2: Granito de Oro, Isla Coiba, encontrada a ~2 m de profundidad

(Fig. 30).
Descripcion

Estructura vegetativa: Talos incrustantes, formando rodolitos creciendo sobre NL-15;
aterronado, portando pequefas protuberancias cilindricas. La organizacion interna del talo es
pseudoparenquimatosa y dimera. . Los filamentos de las protuberancias estan terminados en una
hilera de células epiteliales aplanadas de 3-6 um de largo y 8-10 pm de diametro. Células de

los filamentos adyacentes unidas por conexiones primarias y secundarias y fusiones celulares en

el eje z, tricocistos ausentes.

Reproduccion: Conceptaculos bi/tetraesporangiales maduros uniporados, hundidos en el talo.
Cémara del conceptaculo de 241-326 um de didmetro y 86-110 um de alto; el piso del
conceptaculo situado de 8-11 hileras de células por debajo la superficie del talo, portando
tetrasporangios alineados alrededor de una columela central calcificada que sale del piso. Se
observaron tetraesporas/biesporas y variaciones anatomicas a lo interno de los diferentes

conceptaculos, incluidos cristales.
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Fig. 30. Lithophyllum sp 1. NL-15-2. Habito del talo y morfoanatomia

A) Habito verrucoso. B) Vista superficial del talo mostrando poros de los conceptaculos
(flechas), escala 100 um. C) Poro del conceptaculo mostrando células rosetas que forman un
anillo diferenciado. D) Corte transversal del talo mostrando el peritalo, las cé€lulas epiteliales
(E), conexiones pit primarias (PP), conexiones pit secundarias (SP), escala 10 um. E) Vista
transversal mostrando fusiones celulares en el eje z de los filamentos de células adyacentes),
escala 10 um . F) Corte vertical del talo mostrando el hipotalo columnar (H), conceptaculos,
hundidos (M) con columnelas calcificadas en el piso (asterisco), escala 100 um. G) Vista
transversal de un conceptaculos, hundidos con columela calcificadas en el piso (asterisco), y
cristales revistiendo las paredes del conceptaculo (tridngulo), escala 20 pum.
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Lithophyllum sp. 1 NL 25: Cocos, Isla Coiba, encontrado a ~ 4 m de profundidad (Fig. 31).

Descripcion

Estructura vegetativa: Talos de vida libre, formando rodolitos de 3-4 cm de diametro; fruticoso,
de tono rosa a lila, con protuberancias cilindricas, formando una estructura esferoidal. La
organizacion interna del talo es pseudoparenquimatosa y dimera. . Los filamentos de las
protuberancias estan terminados en una hilera de células epiteliales aplanadas de 3-4 pm de largo
y 6-10 um de didmetro.

Células de los filamentos adyacentes unidas por conexiones primarias y secundarias y fusiones

celulares en el eje z, tricocistos ausentes.

Reproduccion: Conceptaculos vacios uniporados, hundidos en el talo. Camara del conceptaculo
de 123-360 um de didmetro y 58-173 pum de alto; el piso del conceptéaculo situado de 5-11 hileras
de células por debajo la superficie del talo, portando tetrasporangios alineados alrededor de una

columela central calcificada que sale del piso.

No se observaron tetraesporas/biesporas, en su lugar se observaron cristales y masas esféricas a

lo interno de los diferentes conceptaculos, lo cual requiere mayor estudio para conocer si las

mismas representan carpoesporangios.
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Fig. 31. Lithophyllum sp 1. NL-25. Habito del talo y morfoanatomia

A) Habito futicoso B) Vista superficial de las protuberancias mostrando un poro, escala 100 pm.
C) Vista superficial del poro de un conceptaculo, escala 100 pm. D) Corte transversal mostrando
la conformacién dimera del talo, escala 100 pm. E) Células del peritalo mostrando conexiones
pit primarias (PP), conexiones pit secundarias (SP), escala 10 um. F) Superficie del talo
mostrando células epiteliales aplanadas (E) y fusiones celulares en el eje z de células de
filamentos adyacentes, escala 20 um. G) Corte vertical del talo mostrando el hipotalo columnar
(H) y conceptaculos hundidos en formacién (M), escala 100 um.
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Lithophyllum sp. 1 NL 40: Don Juan, Isla Coiba, encontrado a ~ 13 m de profundidad. (Fig.

32).

Descripcion

Estructura vegetativa: Talos de vida libre, formando rodolitos de 4-5 cm de diametro; fruticoso,
de tono rosa- naranja, portando pequefias protuberancias cilindricas. La organizacion interna del
talo es pseudoparenquimatosa y dimera. Los filamentos de las protuberancias estan terminados
en una hilera de células epiteliales aplanadas de 8-13 pm de largo y 4-7 pm de didmetro.

Células de los filamentos adyacentes unidas por conexiones primarias y secundarias y fusiones

celulares en el eje z, tricocistos ausentes.

Reproduccion: Conceptaculos biesporangiados maduros uniporados, hundidos en el talo y otros
con techos al borde de superficies del talo. Camara del conceptaculo de 315-356 um de didmetro
y 129-153 pm de alto; el piso del conceptaculo situado de 8-14 hileras de células por debajo la
superficie del talo, portando tetrasporangios en algunos conceptaculos alineados alrededor de una
columela central calcificada que sale del piso y en otros se observa una columela no calcificada

en el techo.

Se observaron cristales y masas esféricas a lo interno de algunos conceptéaculos, lo cual requiere

mayor estudio para conocer si las mismas representan carpoesporangios.
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Fig. 32. Lithophyllum sp 1. NL-40. Habito del talo y morfoanatomia

A) Habito fruticoso donde se muestra un coral en crecimiento adherido al talo del rodolito.
B) Vista superficial de un conceptaculo uniporado, escala 100 um. C) Corte transversal de
un conceptaculo espermatangial D) Corte transversal de un conceptaculo carpoesporangial,
escala 20 um. E) Corte transversal del talo mostrando el peritalo (P), las cé€lulas epiteliales
rectangulares (E) conexiones pit primarias (PP),conexiones pit secundarias (SP), células
meristematicas (M), escala 20 um.
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Lithophyllum sp. 1 NL 102: Buffet, Isla Coiba, encontrado a ~ 17 m de profundidad. (Fig.33).

Descripcion

Estructura vegetativa: Talos de vida libre, formando rodolitos de 2 cm de didmetro; verrucoso-
aterronado, de tono rosa a naranja-amarillo claro, portando pequenas protuberancias cilindricas.
La organizacion interna del talo es pseudoparenquimatosa y dimera. Los filamentos de las
protuberancias estan terminados en una hilera de células epiteliales aplanadas de 8-10 um de
largo y 6-10 um de didmetro.

Células de los filamentos adyacentes unidas por conexiones primarias y secundarias y fusiones

celulares en el eje z, tricocistos ausentes.

Reproduccion: Conceptaculos biesporangiados maduros uniporados, hundidos en el talo y otros
con techos al borde de superficies del talo. Camara del conceptaculo de 83-207 um de didmetro
y 52-142 pum de alto; el piso del conceptaculo situado de 6-11 hileras de células por debajo la
superficie del talo, portando tetrasporangios en algunos conceptaculos alineados alrededor de una

columela central calcificada que sale del piso.

Se observaron cristales y masas esféricas a lo interno de algunos conceptéaculos, lo cual requiere

mayor estudio para conocer si las mismas representan carpoesporangios.
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Fig. 33. Lithophyllum sp 1. NL-102. Habito del talo y morfoanatomia
A) Habito fruticoso verrucoso. B) Vista general de una fractura mostrando numerosos

conceptaculos, escala 1 um. C) Corte transversal de talo mostrando un hipotalo (H) de células
columnares y un peritalo con filamentos fusionados (F) en el eje Z, escala 20 um. D) Corte
transversal del talo mostrando células epiteliales aplanadas (E), conexiones pit primarias (PP) y
conexiones pit secundarias (SP), escala 20 um. E) Vista transversal de conceptaculos hundidos
(M) con columela calcificadas en el piso (asterisco), y masas esféricas a lo interno (tridngulo),
escala 100 um. F) Cristales revistiendo las paredes del conceptéaculo, escala 20 pm.
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A excepcion de la presencia de tricocitos, las secuencias NL-15 y NL 15-2 presentan las
mismas caracteristicas morfologicas. La similitud de sus caracteres moleculares con el marcador
UPA se recupera con un valor de probabilidad posterior de 0.98 y un valor p=0.2 de distancia
genética, lo que indica que estas secuencias constituyen la misma especie y que a su vez son

diferentes al resto de los especimenes del clado en estudio.

Las secuencias psbA de NL-25 y NL-40 generada por inferencia bayesiana difieren entre
st un 1%, y se representan en el cladograma como una misma entidad taxonémica con un soporte
de 0.995 segun la caracterizacion molecular. Ambas secuencias se relacionan con la secuencia
Lithophyllum atlanticum de Brazil difiriendo un 12% entre ellas. Para el caso del cladograma
generado con el marcador UPA, las relaciones son las mismas; las secuencias NL-25 y NL- 40
se ubican en ramas distintas con un valor de probabilidad posterior de 0.95. Para ambos
marcadores, NL-25 y NL-40 se alinean con la misma secuencia de Lithophyllum atlanticum de
Brazil difiriendo un 9% y con otras especies como: Lithophyllum margaritae y Lithophyllum

corallinae.

Al analizar 24 caracteres morfoanatomicos previamente empleados para discriminar entre
especies de Lithophyllum (Cuadro 20-21), se observd que todos los especimenes del PNC para
este clado presentan talos con construccion dimera y células fusionadas en el eje Z de filamentos

de células adyacentes.
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Estas caracteristicas difieren de L. margaritae, L. atlanticum, L. okamurae y L. neo
okamurae con quienes se agrupan cercanamente en el cladograma, lo que nos permiten confirmar
que el clado ‘Lithophyllum sp. 1’ es una entidad taxondmicamente distinta a las antes
mencionadas.

La similar caracterizacion morfoanatomica, el alto valor de soporte de probabilidad
posterior entre los marcadores moleculares y el bajo valor de distancia genética entre los cinco
especimenes caracterizados molecularmente, indica que NL-15, NL-15-2, NL-23, NL-40 y NL-

102 representan la misma entidad taxonoémica.

Basados en la informacion morfolégica obtenida en este trabajo, la descripcion
morfoldgica propuesta por Lemoine (1929) y los datos moleculares proponemos una resurreccion
taxonomica de Lithophyllum coibense para nombrar a los especimenes anteriormente

caracterizados.
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Cuadro 20. Comparacion de caracteristicas de Lithophyllum atlanticum, Lithophyllum
Lithophyllum margaritae. na= no aplica al tipo de microscopia utilizada en el estudio.

okamurae, Lithophyllum neookamurae y

L. atlanticum

L.okamurae

L.neokamurae

L. margaritae

L.margaritae

Referencia
Pais
Caracteristicas
vegetativas

Forma de crecimiento

Organizacion del talo

Fusiones celulares
Conexiones

Células palisadas

Células epiteliales
Forma

Numero de células
epiteliales

Alto (um)
Didmetro (pum)
Células periteliales
Alto (um)
Diametro (pm)

Células del hipotalo
Tricocistos
Cristales

Viera Pinto et al., 2014
Brazil

liso, warty a verrugoso

pseudoparanquimatoso,
mondémera

1°y2°

aplanadas

1-2
3-6
6-11

8-16
5.5-11

enlongadas, columnares

Kato et al., 2022
Japon

in, warty, lump,
folioso o frut

dimera, con hipotalo
uniestratificado

2° (comunes)

aplanadas

1-2
2-4
7.5-10

7-9
5.5-11

isodiamétricas, poco
enlongadas

na
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Kato et al., 2022
Japon

fruticoso a folioso

dimera, con hipotalo
uniestratificado

2° (comunes)

rectangulares

1-2
2-5
7-10.5

12.3-3.4
8.2-0.9

isodiamétricas, poco
enlongadas

na

Robinson, 2013

Mexico

fruticoso a folioso

monomera

1°y2°

aplanadas a
redondeadas

1
2-5
7-10

12-30
7-12

redondeadas

na

Viera Pinto et al., 2014
Brazil

fruticoso a folioso

pseudoparenquimatoso,
dimera- monémera

20

aplanadas

1
1.5-5
5-13

7-16
3-10

redondeadas



Continuacion. Cuadro 21. Comparacion de caracteristicas de Lithophyllum atlanticum, Lithophyllum okamurae, Lithophyllum
neookamurae 'y Lithophyllum margaritae. L= elevado, A=a nivel del borde, H= hundido,P=presente, A=ausente.

L. atlanticum

L.okamurae

L.neokamurae

L. margaritae

L.margaritae

Viera Pinto et al.,

Referencia 2014 Kato et al., 2022 Kato et al., 2022 Robinson, 2013 Viera Pinto et al., 2014
Pais Brazil Japon Japon Mexico Brazil
Caracteristicas

reproductivas

Tipo de poro uniporado uniporado uniporado uniporado uniporado
Conceptaculos

tetraesporangiales

Diametro de la camara

(um) (295) 315-345 167-314 248-380 190-230 180-220

Alto de la camara (um) (75) 90-130 63-109 73-144 110-140 70-95
Elevacion del techo LAoH L,LAoH LLAoH L L
Profundidad del piso del

conceptdculo a la 9-13 18-30 10-16 8-11 10-14
superficie (numero de

células)

Columela P P/A P P P

Tipo de columela no calcificada calcificada calcificada calcificada no calcificada
Posicion piso piso piso piso en el canal del poro
Naturaleza de las esporas  tetraesporangio tetraesporangio tetraesporangio tetraesporangio tetraesporangio



CAPITULO IV

DISCUSION
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En el presente estudio se optimizé un método de extraccion de ADN para rodolitos basado
en la prueba de métodos orgéanicos (CTAB) y no organicos de adsorcion (proteinasa K+
membrana) modificando los tiempos de lisis entre diferentes kits comerciales. Los datos
obtenidos muestran mejora en la calidad del ADN extraido para el kit Machery Nagel tratado con
proteinasa K por un periodo de incubacion de 3 horas.

La optimizacion del método de extraccion de ADN para rodolitos, es esencial para
mejorar la calidad y cantidad del material genético obtenido, especialmente por el desafio de
presentar carbonato de calcio en sus estructuras.

Segun Ramakrishnan ef al. (2017), en general, las algas, incluidos los rodolitos, poseen
caracteristicas estructurales unicas que pueden complicar la extraccion de ADN, requiriendo
métodos especializados para obtener resultados 6ptimos.

Su alta mineralizacion en carbonato de calcio contribuye a una estructura rigida que
precipita en la pared celular, contrario a corales y otras algas verdes calcificadas en los cuales
ocurre en el espacio intracelular (Bergstrom et al., 2023; Nash et al., 2019). Esta caracteristica
dificulta la ruptura celular durante el proceso de extraccion (Riosmena-Rodriguez, 2017; Fragoso
et al., 2010).

Ademas, la pared celular robusta de los rodolitos que estd enriquecida con polimeros
complejos (Bergstrom et al., 2023) afiade una capa adicional de dificultad, ya que requiere
métodos de lisis mas agresivos para liberar el ADN.

Por su parte, la densidad del material calcdreo también puede interferir con la
homogeneizacion efectiva y la purificacion del ADN, lo que a menudo requiere ajustes en el
tiempo de incubacidn, ya que la matriz calcarea puede afectar las reacciones de PCR. En
consecuencia, se genera la necesidad de técnicas adicionales para purificar el ADN y eliminar

inhibidores.
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En este sentido, se hace necesario, el uso de reactivos adicionales tales como: Albiimina
Suero Fetal (BSA) y Dimetil Sulfoxido (DMSO) (Diaz-Ferguson, 2012; Poma et al., 2012). En
este contexto, la aplicacion de proteinasa K ha demostrado ser efectiva en mejorar del
rendimiento de extraccion de ADN, tal como se evidencia en el trabajo de Quintero et al. (2015),
que destaca se la optimizacion de protocolos de extraccion de ADN de organismos marinos con
dicho este método.

El uso de un periodo de incubacion de la muestra por 3 horas con proteinasa K y el buffer
de lisis del kit Machery Nagel ha mostrado mejoras en la calidad del ADN extraido, corroborando
los hallazgos de Vieria-Pinto ef al. (2014) para especies de Lithophyllum de Brazil y Robinson

(2012) para rodolitos del Pacifico Este Tropical.

La pureza de ADN obtenido no logré los valores dptimos que indican material genético
de buena calidad, pero se acerco a valores estandares de densidad optica (DO) (1.62-1.75). Lo
anterior, o se explica por la posible contaminacion de la muestra al utilizar las columnas de
membranas de silice del kit, resultando en exceso de fenol residual o de carbohidratos, el cual es
un problema que se encuentra cominmente en el aislamiento de DNA de plantas y algas (Pérez
et al., 2024).

No obstante, las modificaciones realizadas en este estudio resultaron en una mayor
cantidad de amplificaciones positivas para este método permitiendo generar por primera vez 17
secuencias de rodolitos con el marcador UPA y 5 con psbA para el PNC que es una zona crucial
para el mundo y la region, por su una alta biodiversidad y su rol en el mantenimiento de la

conectividad de especies.
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Basado en los resultados del analisis molecular BLAST, Inferencia Bayesiana y ASAP
(Cuadro 14-16, Figs. 16-25) se caracterizaron en total nueve 10 posibles especies tanto para el

marcador UPA como psbA, en zonas insulares de Panamé y Costa Rica.

La caracterizacion molecular indica que el 45% de las secuencias analizadas para el PNC
y el PN Isla del Coco, corresponden a Lithophyllum, 37% a Lithothamnion, 9% a Sporolithon y

3% a Neogoniolithon, Roseolithon 'y Mesophyllum, respectivamente.

Los trabajos de Diaz-Licona (2024), Costa et al., (2023), Centelles (2019), Robinson et
al., (2017) y Matrinez (2013) coinciden con nuestros datos de abundancia ya que la subfamilia
Lithophylloideae tiene mayor representatividad y el género Lithophyllum es el mas comln en

ambas costas panameiias, en el Pacifico de Costa Rica y el Pacifico Este Tropical.

Con base a este estudio, se reportan por primera vez para Panama las siguientes especies:
Lithophyllum corallinae, Lithophyllum margaritae, Sporolithon indopacificum, Neogoniolithon
sp. Igualmente, L. corallinae, S. indopacificum 'y Neogoniolithon sp. también se reportan como

nuevos registros para el Pacifico de Centroamérica.

Las siete especies moleculares de Lithothamnion sp. y la secuencia de la muestra NL-36
caracterizada como Sporolithon sp., cuyas homologias en BLAST no hacen referencia a nombre
de especies también parecen ser nuevas para todo el Pacifico, no obstante, su validacion requiere

de analisis morfoanatdmicos.
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El alto soporte de relacion entre NL-7 del PNC y Lithothamnion J de Cébaco (KU504275)
para el marcador UPA y entre esta ultima y UCR 1513 de Isla del Cafio en Costa Rica para el

marcador psbA, permite relacionarlas como una especie hermana entre Panama y Costa Rica.

Las secuencias de especimenes analizados en esta investigacion fueron comparadas con
taxas similares estudiados en Costa Rica, México, USA y otras latitudes del mundo desde un
enfoque de taxonomia integrativa (Diaz Licona, 2024; Kato et al., 2022; Gabrielson et al., 2018;
Richards y Fredericq, 2018; Richards et al., 2017, 2016, 2014; Herndndez Kantun 2016;

Robinson et al., 2017; Vieria-Pinto et al., 2014; Robinson, 2012; Harvey et al., 2005).

Encontramos especimenes que se ajustan a la caracterizacion molecular de los géneros
Lithophyllum, Lithothamnion, Sporolithon, Neogoniolithon, Mesophyllum y Roseolithon con
valores de probabilidad posterior entre moderados (0.75 a 0.95) y altos (>0.95), lo que permite
interpretar que las relaciones entre las secuencias estudiadas presentan fuerte o buena evidencia
para ser apoyadas. En general, los arboles de inferencia bayesiana para UPA y psbA revelaron
una diversidad molecular previamente no documentada para estos géneros en la region del

Corredor Marino del Pacifico Este Tropical.

Aunque no se lograron secuencias para los marcadores UPA y psbA en todos los
especimenes, NL-25 y NL-40 fueron los tinicos que presentaron amplicones para ambos. Los
cladogramas para UPA y psbA recuperaron los mismos grupos, lo que confirma que estas
secuencias corresponden a especies genéticamente similares. Ademas, el analisis de la region

mas variable (psbA) resolvid de manera mas precisa las relaciones entre las especies en
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comparacion con el analisis de UPA, un resultado que coincide con el hallazgo de Freshwater et

al. (2017) para las secuencias de algas de Punta Burica.

A pesar de esto, UPA es considerado un marcador util debido a su universalidad para la
identificacion de especies algales, su facilidad para amplificarse y secuenciarse, y su tamafio, ya
que permite amplificar la region de interés incluso en extracciones con baja calidad de ADN
(Sherwood y Presting, 2007), razon por la cual fue utilizado en este trabajo. Sin embargo, es
recomendable utilizarlo en combinacion con otros marcadores mas variables para aumentar la

confiabilidad en las resoluciones de identidad (Saunders y Moore, 2013).

Cabe senalar que adicional a la limitada informacion disponible para cada marcador en la
zona de estudio, los rodolitos son reflejo de una historia evolutiva independiente de diversos
grupos de algas rojas calcareas (Cavalier-Smith, 2015). Han desarrollado adaptaciones similares
en su morfologia y ecologia, pese a no tener origenes en un mismo ancestro comun, caracteristica
conocida filogenéticamente como polifilia.

Dicha situacion tiene importantes implicaciones, ya que, al no formar un grupo evolutivo
solido, las caracterizaciones moleculares preliminares obtenidas en este estudio y otras
investigaciones (Richards et al., 2018, 2016, 2014) evidencian desafios en la determinacion

precisa de las especies de rodolitos.

La caracterizacion morfoanatdmica de los especimenes del clado “Lithophyllum sp.1”
permite revivir taxondémicamente la especie Lithophyllum coibense mediante una re-descripcion
de sus caracteres morfonatomicos y un sustento molecular de probabilidad posterior de 0.99 y

0.95, valor que soporta la hipdtesis de que estas secuencias se encuentran distantes de todas las
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secuencias analizadas de otras partes del mundo, se relacionan entre ellas y forman una entidad

taxondmica distinta.

Lithophyllum coibense fue descrita por primera vez en 1929 por M. Lemoine y se clasifica
en la familia Corallinaceae, dentro del orden Corallinales. Hasta la fecha, su presencia ha sido
documentada tnicamente en la isla de Coiba. En las publicaciones originales de Lemoine (1929),
se menciona como una nueva especie de alga roja que contribuye a los sedimentos marinos
someros de la isla con crecimiento fruticoso. El hipotalo estd compuesto de células rectangulares
dispuestas en filas de 9-24 um de alto y 4 a 7 um de largo, el peritalo lo conforman células
pequefias de 3 a 4 um de alto y 3 a 4 um de ancho. Los conceptaculos tienen forma conica y
miden entre 80 a 350 pm de alto y de 250 a 500 um de didametro. Aunque L. coibense posee una
descripcion formal, no habia sido estudiada o citada nuevamente desde su descripcion, hasta este
estudio, lo que suele denominarse una especie olvidada, con un nombre valido, pero poco

utilizado.

No es sorpresa que una gran parte de las secuencias reportadas aqui, representen especies
nuevas y diferentes a las de las otras regiones puesto que la investigacion sobre los rodolitos del
Pacifico esta apenas cobrando auge y es una linea de investigacion que no se ha desarrollado

formalmente en Latinoamérica.
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CONCLUSIONES

Se confirma el uso de analisis moleculares como herramientas fundamentales para el
estudio de la diversidad de rodolitos. Los métodos modificados de extraccion por adsorcion y la
lisis quimica con proteinasa K, resultaron en amplificaciones positivas y permitieron caracterizar
molecularmente nueve potenciales especies de rodolitos para el PNC: Lithophyllum coibense,
Lithophyllum corallinae, Lithothamnion sp 1, Lithothamnion sp 2, Lithothamnion sp 3,

Lithothamnion sp J, Sporolithon indopacificum, Sporolithon sp y Neogoniliton sp.

Siete secuencias fueron caracterizadas molecularmente como L. coibense, especie que
representa una entidad distinta de L. atlanticum, L.okamurae y L. neo-okamurae, reportadas en
Brazil, Japon, México y Costa Rica. Con las caracterizaciones morfologicas concluimos que no
existe una descripcion previa de L. coibense y que existen inconsistencias en los caracteres
morfologicos utilizados para la identificacion de rodolitos. Es necesario realizar un estudio
detallado para realizar los ajustes taxonomicos, incluyendo las caracteristicas propuestas en este
estudio para L. coibense: 1) talo dimero, 2) fusiones celulares en el eje Z de los filamentos y 3)

incrustaciones de carbonato de calcio dentro de los conceptaculos.

Otras caracterizaciones moleculares sefialan a la posible especie Sporolithon
indopacificum como una especie anfiocednica y que las caracterizaciones moleculares del género
Lithothamnion presentan una gran variabilidad genética. Solo en las secuencias de Coiba
documentamos 4 entidades taxondmicas diferentes (de siete secuencias analizadas) para este
género y 3 para Isla del Coco, lo que representa una gran variabilidad para zonas geograficas
pequenas. Estudios detallados de morfoanatomia son de interés para determinar si representan

especies nuevas para la ciencia.
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La caracterizacion molecular de secuencias de Costa Rica sefiala que la especie mejor
representada en Isla del Coco es L. okamurae , la cual exhibe un gran patron de variacion
intraespecifica. Como esta especie suele confundirse morfoldégicamente con las especies
hermanas L. margaritae, y L. neo-okamurae es necesaria la identificacion molecular para

discriminar entre ellas con veracidad.

La secuencia caracterizada como Lithothamnion sp J., de Isla Cébaco, presentd un alto
soporte de relacion entre secuencias de Isla del Cafio y Rancheria, lo que las confirma como una

misma identidad taxonOmica.

Las potenciales especies caracterizadas por primera vez en este estudio para zonas
insulares del Corredor Marino del Pacifico Este Tropical, nos demuestran que sigue siendo
necesario realizar mas estudios basales de la diversidad genética y morfoldgica de rodolitos, un

ecosistema marino poco conocido, resiliente y con muchos servicios ecosistémicos a ofrecer.

RECOMENDACIONES

A partir de este estudio han surgido nuevas preguntas tales como: jcuales son las especies
de rodolitos en otros puntos de la isla? ;como estan las poblaciones de rodolitos del PNC en
términos de diversidad genética? ;existen patrones de conectividad genética entre las poblaciones

de Coiba y Costa Rica? y ;em otras zonas del corredor Marino del Pacifico Este Tropical?

Para contestar estas interrogantes, el primer paso es generar mayor cantidad de secuencias
para los loci UPA, psbA y otros marcadores: como COI, rbcL, lo que permitird contar con data
molecular que le brinde soporte a los andlisis, y asi conocer las implicaciones que brinda el
conocimiento sobre la diversidad de genética de estos organismos en funcion al establecimiento

de normas de conservacion .
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Anexo 1. Protocolos de extraccion de ADN modificados para los kits Bioneer, Thermo Fisher y

Qiagen.
METODO BIONEER THERMO FISHER QIAGEN
. ™ Ny .
Homogeniza 25-50 mg 100 mg + arena > 100 mg
1 dodela
muestra

2 Lisis celular

200 pL TL Buffer +
20 pL Proteina K+
10 pL RNasa A
60°C, 1 hora

350 uL  Lisis
Buffer A + vortex,

50 uL Lisis Buffer

65°C, 10

400 uL AP1+
4 uL RNasa A+
65°C, 10 min

) <1

EJ B
20 pL RNasa A
in

!
!

m
Precipitacio . 13.0 nL Buf fer P3
"y 200 uL GB Buffer 130 pL Solucién de Hielo, 5 min
3 vinculacién 60°C, 10 min, prpcipitacig’n
de ADN 400 pL etanol Hielo, 5 min
absoluto
4 Filtracion €S 28000 rpm, €S > 14000 rpm, € > 14 000
del lisado 1 min 5 min rpm, 2 min
Ajustar
condiciones 400 pL solucion de adhesion
5 parala - gDNA para plantas + -—--
adhesion de 400 pL etanol al 96%
DNA
: 600-700 pL de
sz >7700 rpm, la mezcla
5 ﬁ;‘fs“’“ de <> i > 8 000 rpm, > 14.000 rpm,
1 min 20 min
n 500 uL WAL n 500 uL WBI n 1.5 vol AWI
> 8 000 rpm, > 8 000 rpm, 650 pL mix
@ 1 min @ 1 min @ > 8 000 rpm,
o : 1 min
Lavado y H 500 uL WB2 ' H 500 uL WBII
6 secado de la > 8 000 rpm, > 14 000 rpm, 500 uL AW2
membrana &  1min €S 3 min > 8 000 rpm,
de silica 1 min
ﬂ > 13 000 rpm, H > 14 000 rpm,
@ 1 min 1 min 500 pL AW2
@ >14000 rpm,
2 min
50-200 uL EA 50 uL EB 100 uL AE
15-25°C, °T del lugar, 5 15-25°C, 5
. Elucién de €5 1min min @ min
DNA > 8000 rpm, > 8 000 rpm, > 8 000 rpm,
1 min 1 min 1 min
Repetir el paso Repetir el paso
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Anexo 2. Protocolos de extraccion de ADN modificados para el kit nucleospin plant II de
Macherey-Nagel.

METODO MANA I MANA II MANA II

™ - ~
1 Homogenizado
de la muestra 100 mg 100 mg + arena 100 mg

400 puL PL1+ 450 pL PL1+
2 Lisis celular 10 pL RNasa A 450 uL PL1+ 15 pL RNasa A+
65°C, 10 min 15 uL RNasa A 25 pL Proteina K
65°C, 30 min 65°C, 1 hora
A

i

e

@ > 7700 rpm,

3 Filtracion del lisado = 2 min

Ajustar condiciones para la
4 ahesién de DNA 450 uL PC (CTAB)

> 7700 rpm,
1 min

5 Ahdesion de DNA

)
n 400 uL PW1
> 7700 rpm,
@ 1 min
700 uL PW2
>7700 rpm,
1 min

6 Lavado y secado de la membrana de silica

200 uL PW2
>7700 rpm,
2 min

50 uL PE
65°C, 5 min
> 7700 rpm,

7 Elucion de DNA .
1 min

Repetir el paso




Anexo 2. Continuacion. Protocolos de extraccion de ADN modificados para el kit nucleospin

plant II de Macherey-Nagel.

METODO

MANA 1V MANA V MANA VI
) ) )
Homogenizado
1 de la muestra é 100 mg é 100 mg é 100 ‘mg +
arena

450 uL PL1(CTAB) 450 uL PL2 (SDS) 450 uL PL2 (SDS)
2 Lisis celular 15 pL RNasa A 10 pL RNasa A 10 pL RNasa A

25 pL Proteina K 65°C, 10 min 65°C, 10 min

65°C, 3 horas 75 uL PL3 75 uL PL3

Hielo, 5 min Hielo, 5 min
A

i(

=3

@ >7 700 rpm,

3 Filtracion del lisado - 2 min
Ajustar condiciones para la
4 ahesion de DNA 450 uL PC (CTAB)

5 Ahdesion de DNA

> 7700 rpm,
1 min

6 Lavado y secado de la membrana de silica

400 pL PW1
>7700 rpm,
1 min

700 uL PW2
> 7700 rpm,
1 min

200 uL PW2
>7700 rpm,
2 min

7 Elucion de DNA

50 uL PE
65°C, 5 min
>7700 rpm,
1 min

G o¢cAacg

Repetir el paso




Anexo 3. Valores de concentracion de ADN y absorbancia para las extracciones realizadas en
este estudio.

# ID METODO/KIT  ng/ml A260 A280 260/280 260/230
1 NL-1 BIO 16.7 0.333 0.177 1.89 --
2 NL-7 BIO 25.5 0.510 0.298 1.71 --
3 NL-13 BIO 9.6 0.192 0.107 1.79 --
4 NL-15-2 BIO 4.9 0.097 0.051 1.92 --

5 NL-23 BIO 33 0.066 0.042 1.57 --
6 NL-25 BIO 3.1 0.062 0.032 1.94 --
7 NL-1 CTAB 24 0.048 0.028 1.74 -0.49
8 NL-2 CTAB 2.5 0.05 0.046 1.09 -0.34
9 NL-3 CTAB -7.3 -0.147  -0.073 2.02 0.38
10 NL-4 CTAB -7 -0.140  -0.065 2.15 0.37
11 NL-5 CTAB -6.9 -0.137  -0.068 2.02 0.38
12 NL-6 CTAB -6.2 -0.123  -0.059 2.09 0.36
13 NL-7 CTAB -7.3 -0.147  -0.068 2.16 0.37
14 NL-8 CTAB -4.7 -0.094  -0.036 2.62 0.32
15 NL-9 CTAB -5.6 -0.112  -0.053 2.13 0.32
16 NL-10 CTAB -0.1 -0.003  0.018 -0.16 0.02
17 NL-11 CTAB -4.2 -0.084  -0.028 2.96 0.38
18 NL-1 CTAB 195.4 3.908 1.664 2.35 0.8
19 NL-2 CTAB 375 7.501 3.580 2.10 0.93
20 NL-3 CTAB 105.2 2.103 0.909 231 --
21 NL-4 CTAB 353.5 7.071 3.764 1.88 --
22 NL-5 CTAB 255.5 5.109 2.183 2.34 --
23 NL-6 CTAB 2514 5.029 1.835 2.74 --
24 NL-7 CTAB 97.8 1.955 0.851 2.30 --
25 NL-8 CTAB 33.5 0.669 0.323 2.07 --
26 NL-12 CTAB 173.3 3.467 1.448 2.39 --
27 NL-13 CTAB 103.8 2.076 0.567 3.66 --
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Anexo 3. Continuacion. Valores de concentracién de ADN y absorbancia para las
extracciones realizadas en este estudio.

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

NL-14
NL-15-2
NL-23
NL-25
NL-30
NL-16-1
NL-25
NL-34
NL-36
NL-46
NL-53
NL-120-1
NL-46
NL-53
NL-48
NL-73-1
NL-99
NL-89-1
NL-120-1

NL-48 prk
NL-73-1 prk
NL-99 prk
NL-89-1 prk
NL-120-1 prk

NL-17-2
NL-18
NL-24

NL-30-1

CTAB
CTAB
CTAB
CTAB
CTAB
MANA I
MANA 1
MANA 1
MANA 1
MANA 1
MANA 1
MANA 1
MANA 11
MANA 11
MANA III
MANA III
MANA III
MANA III
MANA III
MANA IV
MANA IV
MANA IV
MANA IV
MANA IV
MANA IV
MANA IV
MANA IV
MANA IV

39.8
38.9
156.5
96.3
91.2
-3.1
230
12.5
-0.6
24
1.7
10.7

2.9
33
3.9
3.9
4.1
10.7
1.8
10.4
4.4
33
8.1
10
17.8
22.8
41.2

0.795
0.778
3.130
1.925
1.823
-0.062
4.6
0.25
0.047
0.034
0.213
0.099
0.059
-0.065
0.079
0.078
0.082
0.213
0.036
0.208
0.088
0.066
0.163
0.2
0.356
0.456
0.824

0.362
0.349
1.459
0.778
0.614
0.66
2.64

2.20
2.23
2.15
2.47
2.97
0.95
1.74
1.79
1.98
1.84
1.42
1.31
1.65
1.24
1.97
1.38
1.77
1.42
2.26
1.75
1.51
1.73
1.55
1.29
1.45
1.45
1.43
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Anexo 3. Continuacion. Valores de concentracion de ADN y absorbancia para las extracciones
realizadas en este estudio.

56 NL-40 MANA IV 36.2 0.724 0.495 1.46 0.72
57 NL-45 MANA IV 27.4 0.548 0.372 1.48 0.79
58 NL-50 MANA IV 17 0.341 0.235 1.35 0.69
59 NL-62-1 MANA IV 13.6 0.271 0.194 1.4 0.62
60 NL-77 MANA IV 13.1 0.262 0.179 1.46 0.63
61 NL-79 MANA IV 1.5 0.03 0.024 1.25 1.99
62 NL-81-2 MANA IV 49 0.981 0.56 1.75 1.52
63 NL-87 MANA IV 9.8 0.197 0.142 1.39 0.68
64 NL-88-1 MANA IV 8.9 0.177 0.13 1.36 0.62
65 NL-95 MANA IV 11.3 0.225 0.128 1.76 0.88
66 NL-97 MANA IV 11.9 0.237 0.128 1.85 0.94
67 NL-102 MANA IV 12.4 0.248 0.146 1.69 0.79
68 NL-114 MANA IV 18.1 0.361 0.249 1.45 0.73
69 NL-118 MANA IV 21.9 0.437 0.314 1.39 0.66
70 NL-123 MANA IV 10.9 0.219 0.108 2.03 1.36
71 NL-48 MANA PL1 33 -0.065  0.053 1.24 1.29
72 NL-73-1 MANA PL1 3.9 0.079 0.04 1.97 -2.58
73 NL-99 MANA PL1 3.9 0.078 0.056 1.38 0.7
74 NL-89-1 MANA PL1 4.1 0.082 0.046 1.77 1.64
75 NL-46 MANA V 30.6 0.613 -- 1.4 --
76 NL-16-1 MANA V 1.1 0.023 0.01 231 -1.16
77 NL-25 MANA V 12.6 0.252 0.196 1.28 0.62
78 NL-34 MANA V 3.1 0.061 -- 1.36 --
79 NL-36 MANA V 223 0.447 -- 1.24 --
80 NL-53 MANA V 0.8 0.017 -- 1.63 --
81 NL-46 MANA VI 2 0.039 -- 1.45 --
82 NL-16-1 QIA 0.8 0.016  -0.007 -2.29 0.24
83 NL-25 QIA 0.7 0.015  -0.003 -5.04 2.12
84 NL-15-2 TFI 30.1 0.603 -- 1.75 --
85 NL-25 TFI 24.6 0.492 -- 1.58 --
86 NL-30-1 TFI1 105.8 2.11 -- 1.69 --
87 NL-48 TFI1 9.7 0.194 -- 1.55 --
88 NL-55 TFI1 22.8 0.455 -- 1.62 --

89 NL-16-1 TFI 39 0.78 -- 1.58 --
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Anexo 4. Valores de distancia genética para especies de Lithopyllum y Lithothamnion segin

marcador molecular analizado.

UPA

Lithophyllum- PNC

NL15 NL15-2 NL102 NL23 NL25 NL40 NL46 NL79
NL15
NL15-2 0.0213
NL102 0.0294 0.0294
NL23 0.0400 0.0347 0.0374
NL25 0.0293 0.0187 0.0160 0.0213
NL40 0.0400 0.0400 0.0107 0.0373 0.0267
NL46 0.0907 0.0880 0.0802 0.0907 0.0800 0.0773
NL79 0.1048 0.1048 0.1105 0.1102 0.1183 0.1156 0.0726
Lithophyllum PNC-PN Cocos
UCR_2072 UCR_2109 UCR_2108 UCR_2106 UCR_2102 UCR_2110 NL40 NL251
UCR_2072
UCR_2109 0.0000
UCR_2108 0.0038 0.0038
UCR_2106 0.0110 0.0110 0.0153
UCR_2102 0.0018 0.0019 0.0057 0.0132
UCR_2110 0.0556 0.0557 0.0546 0.0671 0.0566 0.0238
NL40 0.5820 0.5810 0.5842 0.5842 0.5881 0.5839 0.5839
NL251 0.6637 0.6630 0.6681 0.6681 0.6607 0.6696 0.5936 0.6655
PSBA
Lithothamnion-PNC
NL7 NL120-1 NL45 NL50 NL62-1 NL81-2
NL7
NL120-1 0.0858
NL45 0.0569 0.0623
NL50 0.0428 0.0509 0.0163
NL81-2 0.0536 0.0457 0.0272 0.0107 0.0643
NL62-1 0.0909 0.1126 0.0759 0.0695
Lithothamnion-PNC-PNCocos
NL731 UCR_2067 UCR_20%4 UCR_2078 UCR_2090 UCR_1513
NL731
UCR_2067 0.08969
UCR_209%4 0.07786 0.00485
UCR_2078 0.10748 0.01402 0.01754
UCR_2090 0.09859 0.00469 0.01023 0.00955
UCR_1513 0.14055 0.11264 0.10617 0.12559 0.11639
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