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RESUMEN

Las macroalgas pardas son consideradas recursos hidrobioldégicos con  una
significativa importancia ecoldgica, econémica y social. Numerosos pescadores, en el sur
de Per0 y norte de Chile dependen de la recoleccion y cosecha de estos recursos para su
sustento. Regulaciones Ministeriales establecen vedas que prohiben la actividad extractiva
de macroalgas pardas; dada la deficiente recuperacion en las poblaciones y extraccion de
ejemplares adultos. Estudios moleculares recientes en costa Sudamericana han determinado
que Macrocystis tiene muy poca variabilidad genética, aunque muestras obtenidas en dos
localidades de Pert presentan un patron genético distinto. Se realizé colectas en el Callao,
Ica y Arequipa, tomando un promedio de 10 individuos en 8 localidades muestreadas, para
la extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion, usando marcadores
mitocondriales ITS y COIl. Los resultados indicaron que Macrocystis pyrifera y M.
integrifolia son una misma especie, la estructura genética de las poblaciones muestreadas
de Macrocystis mostré una baja variabilidad genética y sugieren que estos ecomorfos
provienen de un antecesor en comun (Mpyrl). De acuerdo con los andlisis de las
secuencias, las muestras presentaron baja diversidad haplotipica entre He= 0,500 — 0,800 y
71=0,00253 — 0,00458 y alto flujo de genes. Este estudio encontrd haplotipos méas frecuentes
en las localidades de Bahia Independencia, San Juan de Marcona y Callao. Aunque los
resultados obtenidos con COI asumen un alto namero de haplotipos, probablemente a la
deficiente calidad de las secuencias obtenidas. No obstante, permitié observar la utilidad de
este marcador. Finalmente, se obtuvo dos nuevos y unicos haplotipos correspondientes a
poblaciones en San Juan de Marcona y Callao, estos datos proporciona informacién util e
importante a nivel molecular para la aplicacion de estrategias en el manejo y conservacion

del recurso Macrocystis en el Perd.

Palabras claves: Macrocystis pyrifera, Haplotipo, Variabilidad genética.
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. INTRODUCCION

Las macroalgas pardas son consideradas recursos hidrobiolégicos con una significativa
importancia ecoldgica, econémica y social; se exportan para ser utilizadas principalmente
como fuente de alginatos que a nivel mundial, generan anualmente méas de 250 millones de
dolares (Vasquez, 2009). En Peru, el alga parda Macrocystis pyrifera, es conocida como
“sargazo” o “bolita” es un recurso que constituye el sustento econdémico de numerosas
familias en el litoral peruano y debido a su creciente demanda de los mercados
internacionales para la obtencién de materia prima, se ha incrementado su extraccion
propendiendo a la sobreexplotacion del recurso (IMARPE, 2012). Consecuentemente, se
hace urgente la implementacion de planes de manejo para el aprovechamiento racional y al
mismo tiempo mejorar la productividad de las algas de importancia comercial, entre ellas

Macrocystis pyrifera.

El Instituto del Mar del Perd (IMARPE) evalia la distribucion y pesqueria de las
principales especies de macroalgas en el litoral centro y sur. Asi mismo, investiga el
impacto de eventos naturales y las actividades antropicas, determinando la biodiversidad
asociada a estas poblaciones de algas, a fin de establecer estrategias de ordenamiento
pesquero para la sostenibilidad de estos recursos (Zavala, 2011). Regulaciones
Ministeriales, apoyadas en estudios técnicos del IMARPE, han establecido vedas que
prohiben la actividad extractiva de las macroalgas pardas debido a la deficiente

recuperacion en las poblaciones de ejemplares adultos y extraccion racional.

Por otra parte, las modernas técnicas de analisis de ADN ponen de manifiesto la
variacion genética existente tanto entre poblaciones, individuos o especies revelando la
biodiversidad presente en un ecosistema. La diversidad genética es critica para la
conservacion, ya que proporciona a las especies y a sus poblaciones plasticidad fenotipica
para sobrevivir ante cambios ambientales inesperados, fluctuaciones demograficas e
impactos humanos (Redondo et al., 2003). Por lo tanto, es necesario estudiar no solo los
aspectos bioldgicos de las especies y sus poblaciones, sino también incluir analisis
genéticos cuyas herramientas moleculares, como las tecnologias en el estudio del ADN,

nos permitiran tomar decisiones adecuadas para la conservacion de los recursos naturales.

Con el uso de métodos moleculares actuales y sensibles al polimorfismo genético,
como por ejemplo el empleo del ADN mitocondrial (ADNmit), es posible obtener

informacion para detectar diferencias genéticas entre poblaciones subdivididas o similares.
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El ADNmit posee caracteristicas especiales que lo diferencian de otros marcadores
moleculares, estos son: (1) alta tasa de mutacion la cual es usada para estudiar el analisis
de la estructura genética de las poblaciones, (2) no presentan recombinacion y (3) herencia
uniparental, s6lo por via materna, por lo que puede ser usado en el estudio de relaciones

filogenéticas y evolutivas (Avise, 2004).

Adicionalmente, los bajos costos en los analisis de secuenciacion en la actualidad,
proporcionan la posibilidad de desarrollar investigacion gendmica y de esta forma
establecer las bases para el uso sostenible de los recursos y la conservacion de los mismos.
Un estudio reciente realizado en la costa sudamericana, determind que Macrocystis
pyrifera posee muy poca variabilidad genética (Macaya y Zuccarello, 2010a). Sin embargo
este estudio también report6 dos localidades de Pert, Atico y Paracas, que presentaban un
patrén genético distinto conformado por haplotipos unicos.

Astorga et al., 2012 empleando Anélisis Bayesiano y Meétodos Filogenéticos
Comparativos, evaluaron en las costas chilenas el origen del género Macrocystis y su
filogenia, mediante la region del espaciador intergénico ITS-2 DNA, concluyendo que el
haplotipo ancestral corresponde a M. pyrifera y se origind en hemisferio norte para
posteriormente colonizar el hemisferio sur. Con la finalidad de conocer con mayor detalle
la estructura genética de esta macroalga, esta Tesis de maestria plantea la siguiente
hipdtesis: La variabilidad en la estructura genética entre las poblaciones de Macrocystis

spp. es baja en la costa centro, sur del Peru.

En el Peru existen trabajos sobre caracteres morfoldgicos distintivos, distribucion
geogréfica y usos de esta importante macroalga Macrocystis (Acleto, 1986). No obstante,
las investigaciones en el campo genético son escasas. Por consiguiente, la presente Tesis
tiene como objetivo analizar la variabilidad genética mediante marcadores mitocondriales:
citocromo c oxidasa subunidad COI (Lane et al., 2007) y atp8-S (Voisin et al., 2005) de las

poblaciones de Macrocystis spp. a recolectarse en la zona centro, sur del Perd.



OBJETIVOS

1. Determinar la frecuencia de haplotipos en las poblaciones de Macrocystis
provenientes de la costa centro sur del Perd.

2. Analizar la estructura genética de las poblaciones a estudiar de Macrocystis.

3. Inferir las relaciones filogenéticas entre las poblaciones de Macrocystis de la
costa centro sur del Perd.

4. Analizar y comparar los resultados con las secuencias disponibles en GenBank

para la especie, a nivel global y en Sudamérica.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1. ASPECTOS GENERALES DEL ALGA PARDA MACROCYSTIS

2.1.1. TAXONOMIA DE MACROCYSTIS (Linnaeus) C. AGARDH 1820

La ubicacion taxonémica de Macrocystis (Linnaeus) C. AGARDH 1820
corresponde:

Division: Heterokontophyta

Clase: Phaeophyceae
Orden: Laminariales
Familia: Laminariaceae
Genero: Macrocystis
Especie: Macrocystis pyrifera

Las especies de Macrocystis han sido tradicionalmente descritas basadas en los
caracteres morfologicos. Uno de los primeros estudios realizados por Skottsberg (1907)
indica un alto grado de diversidad morfologica en Macrocystis. La clasificacion de las
especies dentro del género se basd originalmente en la morfologia de la fronda
produciendo mas de 17 especies (North, 1971); esta morfologia se consideraba un rasgo
plastico fuertemente afectado por las condiciones ambientales y posteriormente todas esas
especies fueron consideradas sinonimia de Macrocystis pyrifera (Hooker, 1847). Sin
embargo, estudios posteriores reconocieron las especies basada en la morfologia del disco
de fijacion (Womersley, 1954): M. pyrifera, M. angustifolia, M. integrifolia y M. laevys,
desde Islas Marion en el sudeste del Océano indico basado en las caracteristicas de sus

frondas lisas (Hay, 1986); desde entonces cuatro especies han sido referidas.

Estudios morfométricos, de hibridacion y genéticos indican que M. pyrifera, M.
angustifolia y M. integrifolia son conspicuas (Lewis et al., 1986; Brostoff, 1988; Lewis y
Neushul, 1994). Estudios en poblaciones de M. pyrifera al sudeste de California que
muestran ambos discos de fijacion tipo: M. angustifolia y M. pyrifera, indican que las
diferencias morfologicas estan genéticamente determinadas en el disco de fijacién, como

por ejemplo el largo del estipe basal. Sin embargo, formas intermedias del disco de fijacion
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puede ser encontradas, indicando diferenciacion ecotipica pero no separacion entre
especies (Brostoff, 1988). Experimentos de hibridacion de discos de fijacién entre
poblaciones de M. pyrifera, asi como de M. integrifolia, en el Sudeste de California;
fueron capaces de entrecruzarse y formar una progenie hibrida completamente viable
(Lewis et al., 1986). Esto ha sido apoyado en estudios moleculares y filogenéticos de
Laminariales, usando analisis de restriccion de ADN cloroplastico (ctDNA) que han
revelado que los patrones de Fragmentos de Restriccién en el hemisferio norte de M.
pyrifera y M. integrifolia son idénticos (Fain, 1992).

En el ultimo experimento de hibridacién sobre el aislamiento de gametofitos de
Macrocystis pyrifera y M. integrifolia localizados en el extremo del hemisferio noreste
extendido a lo largo de la costa del Pacifico Norte y en el hemisferio sudeste (Tasmania —
Australia) todas las combinaciones de individuos: M. pyrifera (C. Agardh), M. integrifolia
y M. angustifolia (Bory); hibridaron. Aunque las tres especies de Macrocystis pueden ser
consideradas conspicuas de acuerdo al concepto de especie bioldgica. Lewis y Neushul,
1994 recomendaron que se sigan reconociendo como especies separadas sobre la base de

sus caracteristicas morfoldgicas.

Estudios taxonomicos recientes sugieren que mientras la mayoria de especies
australianas de Macrocystis se pueden distinguir entre Macrocystis pyrifera y M.
integrifolia sobre sus caracteres morfologicos; algunas especies del norte y de las costas

sudestes protegidas de Tasmania, muestran caracteres intermedios (Womersley, 1987).

Estudios de campo en Australia sugieren que Macrocystis pyrifera se limita al
sudeste de Tasmania, produciéndose principalmente en aguas mas profundas, dominando
desde ocho a veintidos metros de profundidad; mientras que M. angustifolia se produce a
lo largo de la costa de Australia del sur (al este de Cabo Jaffa) Victoria, la costa norte y
noroeste de Tasmania desde el nivel de marea baja a diez metros de profundidad. (Edgar,
1987).

Cuatro lineas se evidenciaron de Macrocystis, sin embargo, se sugirié que esta
clasificacién actual, también necesita revision debido a: (1) M. pyrifera, M. integrifolia y
M. angustifolia son interfértiles (Lewis et al., 1986; Lewis y Neushul 1994); la
interfertilidad con M. laevis no ha sido probada, (2) morfologias intermedias se han
observado (Setchell, 1932; Neushul, 1959); (3) las caracteristicas morfoldgicas han

demostrado ser de valor taxonémico limitado en Laminarias, que presentan una gran

5



plasticidad morfoldgica (Demes et al., 2009). En casos extremos, tal plasticidad se ha
traducido en la construccién incorrecta de nuevas morfologias variantes generadas para
explicar una sola especie (Lane et al., 2007) y lo méas importante, (4) patrones de relacién
genética entre las cuatro especies no estan en concordancia con la clasificacion
morfoldgica actual (Coyer et al., 2001). Esta evidencia se apoya en el reconocimiento del
género como una sola especie morfologicamente plastica, con poblaciones mundiales
unidas por el flujo de genes. Por lo tanto, para estos investigadores, las cuatro especies
actualmente reconocidas son referidas simplemente como las algas gigantes Macrocystis.

En Macrocystis, los factores ambientales se han considerado importantes para la
variacion morfolégica que presenta. Skottsberg (1907) calculd previamente que las
especies de Macrocystis reconocidas en el cambio de siglo eran simplemente sinénimos de
M. pyrifera; argumentd que las condiciones locales del medio ambiente, por ejemplo, el
movimiento del agua y la luz, fueron los responsables de las diferencias en la morfologia
de la hoja que fue la base fundamental para la delimitacion de las especies. En efecto, la
alta plasticidad en la morfologia de las frondas en las algas inducida por factores
ambientales, ha sido demostrada en una variedad de escalas espaciales (Druehl, 1978; Hurd
et al., 1996; Hurd y Stevens, 1997; Hurd, 2000; Koehl et al., 2008).

Segun Demes et al., 2009 el reconocimiento de M. integrifolia, M. angustifolia, y
M. laevis, como forma distinta de M. pyrifera ha sido rechazado con firmeza sobre la base
de los conceptos biologicos y filogenéticos de la especie. Estos investigadores,
consideraron que el reconocimiento actual de cuatro especies de Macrocystis, basado en el
concepto morfolégico de especie, es injustificable al considerar la naturaleza altamente

polimdrfica del género.

Recientemente, Macaya & Zuccarello 2010b, realizaron investigaciones utilizando
el cadigo de barras del gen COl, sus resultados evidenciaron el reconocimiento de una sola
especie Macrocystis pyrifera, el nombre mas antiguo, reportando haplotipos compartidos
en varios sitios distantes en todo el hemisferio sur y variabilidad genética muy baja en las
muestras recolectadas. Otros estudios, publicados por estos investigadores, dan a conocer
sobre la estructura genética de Macrocystis a lo largo de las costas del Pacifico Sudeste
(SEP), en concreto se analizé la concordancia de los supuestos puntos biogeogréaficos con
las discontinuidades genéticas y el efecto de los acontecimientos historicos y

contemporaneos en el patron genético de esta importante alga utilizando las secuencias



atp8-S de Macrocystis pyrifera a lo largo de la SEP. Aunque el objetivo de sus estudios se
centr6 en aspectos taxonomicos, lo hicieron bajo una estructura genética y haplotipos
compartidos entre &reas distantes del hemisferio sur. En este estudio, se reportd la
presencia unica de haplotipos en Atico y el haplotipo ancestral Mpyrtl en Paracas, lo que
sugiri6 un aumento en el nimero de muestras a ser colectadas en Peru. (Macaya &
Zuccarello 2010a).

Astorga et al., 2012 evaluaron en las costas chilenas la divergencia genética de los
ecomorfos Macrocystis pyrifera y M. integrifolia y el origen del género, usando secuencias
de la region del espaciador inter genico 1TS-2 DNA, comparando los resultados obtenidos
de estos ecomorfos en Chile con las secuencias registradas en el Genbank de M. pyriferay
M. integrifolia en las costas del Pacifico de Canadé y Estados Unidos, M. leavis de las
Islas Marion en Sudéafrica y M. angustifolia de Nueva Zelanda y Australia; los resultados
del analisis filogenético, indicaron una separacion entre los ecomorfos de las costas
chilenas; Sin embargo, a nivel global la consistencia de esa separacion no se observo al
obtener altos valores de divergencia genética entre las muestras de iguales ecomorfos entre
los diferentes hemisferios analizados. Ademas, concluyeron que el haplotipo de M.
pyrifera es el antecesor mas antiguo, indicando que procesos histdricos asociados a la
diversificacion del género determinaron su distribucion y variabilidad morfologica, que el
género se origind en el Pacifico Nororiental y posteriormente colonizé el Pacifico

Suroriental. Confirmando la presencia de una sola especie, Macrocystis pyrifera.

Otros estudios en Laminariales, como respuesta a las condiciones ambientales, han
sido descritos por Shibneva, et al., 2013 quienes examinaron si las diferencias
morfologicas entre las formas de Undaria pinnatifida en la Bahia Gran Peter estaban
genéticamente arregladas o eran inducidas como respuesta al ambiente; empleando
Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos Amplificados AFLP y Microsatélites,
cultivando ademas las tres formas de Undaria en iguales condiciones y realizando analisis
bioinformaticos. Concluyeron que las morfologias de Undaria pinnatifida obedecian a una

adaptacion ontogénica al ambiente local.
2.1.2. DESCRIPCION MORFOLOGICA DEL ALGA PARDA MACROCYSTIS

Las grandes algas pardas se caracterizan porque su cuerpo vegetativo se encuentra
diferenciado y es analogo a las plantas superiores, en su morfologia se distinguen

claramente un rizoide en forma de disco o grampon que alcanza hasta 40 cm de diametro y
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35 cm de altura que cumple la funcion de fijar el alga a un sustrato, posee aerocistos o
neumatocistos que son vesiculas llenas de aire permitiendo que la gran masa de alga flote
en la columna de agua, uno o varios cauloides cilindricos, flexibles, de ramificacién
dicotomica, parecidos a tallos y muchas filoides o frondas generalmente aplanadas que son
lanceoladas, rugosas y asemejan a hojas con margenes dentados; aquellas cercanas al disco
basal no presentan aerocistos de flotacion. Un organismo maduro puede tener 40 0 mas
frondas en diferentes estados de crecimiento (juveniles, adultas, senescentes). Macrocystis
es de color café verdoso o amarillo parduzco y pueden llegar a medir 70 cm de largo y 30
cm de ancho; la planta completa sobrepasa los 30 m. (Hauenstein y Gonzéalez, 1994) y se
adhiere fuertemente a los fondos rocosos mediante sus rizoides o discos de fijacion

formando extensas praderas una vez que las frondas alcanzan la superficie.

Macrocystis es una de las algas marinas mas extensamente distribuidas en el
mundo, forma densos bosques tanto en el hemisferio norte como en el sur, comparables a
los bosques terrestres. Los neumatocistos en esporofitos adultos tienen también una
estructura compleja y altos niveles de productividad primaria (Mann, 1973; Towle y
Pearse, 1973; Jackson, 1977).

Ademas, aunque la productividad primaria de Macrocystis puede alimentar la
productividad secundaria a través de pastoreo directo, mas carbon fijado probablemente se
ingresa en la red alimentaria a través de la via del detritus o es exportado del sistema
(Gerard, 1976; Pearse y Hines, 1976; Castilla y Moreno, 1982; Castilla, 1985; Inglis, 1989;
Harrold et al., 1998; Graham, 2004). En algunas regiones, como habitat y suministro de
energia puede dar soporte a 40 o mas de 275 especies en comln (Beckley and Branch,
1992; Vasquez et al., 2001; Graham, 2004). Evidenciando su rol ecoldgico en los

ecosistemas donde habita.

En la zona centro sur del Per( los kelps se encuentran representadas por la familia
Lessoniaceae y Laminariaceae en la actualidad se evalta la distribucién, concentracion
estado de las poblaciones y las pesquerias de las principales especies de kelp de esta zona.
(Zavala, 2011). Estos estudios constituyen estrategias para la conservacion de los kelp por
su importancia ecoldgica debido a que otros recursos hidrobiolégicos cohabitan en ellas,
por su importancia ambiental a causa de su capacidad de absorcién frente a metales
pesados y por su importancia economica porque son el sustento de las comunidades

costeras del centro y sur del Peru.



2.2.ASPECTOS REPRODUCTIVOS

Las algas pardas muestran diversas formas de reproduccion asexual y sexual,
correspondientes a los ciclos de vida de cada grupo taxondmico en particular (Acleto y
Zufiga, 1998). La generacidn asexual esta representada por las plantas esporofiticas que
tienen esporangios unicelulares, uniloculares que dan lugar a planosporas 0 numerosas
zoosporas biflageladas; libres que germinan y dan origen a las plantas sexuales. En la
generacién sexual, las plantas gametofiticas o sexuales en ordenes como las Laminariales,
son filamentosas, pequefias, en contraste con los esporofitos macroscopicos
parenquimatosos. Los gametangios son pluricelulares y pluriloculares y cada léculo da
lugar a un solo gameto. Los gametos son piriformes generalmente con dos flagelos
laterales, desiguales en longitud, siendo el anterior mas largo y provistos de mastigonemas
y el posterior corto y liso.

El gametofito masculino difiere del femenino por tener células mas pequefias y estar
abundantemente ramificado. La reproduccion sexual es oogamica. El gametofito masculino
produce en cada anteridio un solo anterozoide, que es biflagelado y movil. El gametofito
femenino lleva en cada oogonio una simple ovocélula, la cual es fertilizada cuando emerge
parcialmente de la pared oogonial. El zigote secreta su pared celular y después de cierto
tiempo se divide germinando en un nuevo esporofito. En Macrocystis, los esporangios
uniloculares se agrupan en soros, sobre ambas superficies de las laminas basales o
espordfilos. EI gametofito es microscopico, filamentoso, ramificado y dioico los cuales por

fecundacion daran origen a esporofitos (Acleto y Zufiiga, 1998).

A los 30 dias de esporulacion se observa esporofitos de aproximadamente 1 mm o
menos, al cabo de 60 dias se puede observar esporofitos con un tamafio de 2 y 5 mm,
posteriormente son trasladados al mar. Al cabo de uno o dos meses, dependiendo de las
condiciones del mar, estos esporofitos miden entre 5 y 20 cm, momento en el que son
desdoblados. Finalmente después de cinco meses se cosechan (Juan Diego Dupuy Soto,

Jefe de Operaciones PSW, com. pers.). Avila et al., 2010.
2.3.DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Macrocystis pyrifera AGARDH (1820) es una alga parda cuya distribucion ha sido
reportada principalmente a lo largo de las Costas del Pacifico de América del Norte

(México, Norte de Baja California, y Alaska) y del Sur (Peru hasta Cabo de Hornos)



(Alveal, 1995), Sudafrica, Australia, Nueva Zelanda (Druehl, 2000); en Chile se distribuye
desde Tocopilla (28°S) (Levring, 1960) hasta el Cabo de Hornos (55°S) (Ramirez y
Santelices, 1991; Hoffmann y Santelices, 1997; Buschmann et al., 2004), sus poblaciones
forman cordones continuos paralelos a la costa hasta 100 metros, habitando
preferentemente en areas protegidas y semi protegidas del oleaje. Las especies se
caracterizan por formar densos bosques (Candia et al., 1979; Palacios y Mancilla, 2003),
crecen fijas al sustrato rocoso mediante un grampon o disco de fijacion formando extensos
cinturones costeros en el sur de Argentina y Chile (Barrales y Lobban, 1975; Santelices y
Ojeda, 1984; Dayton, 1985) constituyendo la mayor reserva mundial de alginatos.

Macrocystis es un buen colonizador, las frondas con sus neumatocistos les permiten
flotar y las frondas fértiles pueden liberar las esporas mientras que estan a la deriva
(Dayton, 1985; Schiel y Foster, 1986; Santelices, 1990). Adicionalmente, las esporas
pueden permanecer competentes en la columna de agua por varios dias y latentes sobre los
sustratos por algunos meses (Reed et al., 1992, 2006; Dieck, 1993; Ladah, 1999). Por lo
tanto la habilidad de colonizacion de Macrocystis es un importante aspecto de su
dispersion geografica y el flujo genético. Esto podria sugerir una homogeneidad genética
inter poblacional de M. pyrifera. A través de secuencias ITS, Coyer et al.,, 2001
encontraron poca diferenciacion genética en las muestras recogidas a través de un amplio
rango de distribucion geografica en Chile, Sudafrica, Marion Island, Tasmania, Australia y

Nueva Zelanda.

Existe evidencia reciente que sugiere que las algas adultas con estructuras flotantes son
mas propensas a tener una importante dispersion a larga distancia (Macaya et al., 2005;
Herndndez-Carmona et al., 2006). A lo largo de la costa chilena, Macaya et al. (2005),
determiné que el 27% de las estructuras flotantes de M. pyrifera poseian frondas
reproductivas funcionales, esporas viables en libertad, y se estimd que la fertilidad puede

mantenerse durante un minimo de 21 dias.

La distribucién bipolar de Macrocystis ha sido explicada por la migracion de un centro
de origen a través de los trépicos por medio de la dispersion. La controversia se centra sin
embargo en cudl es el verdadero centro de origen (Lewis y Neushul, 1994; Chin et al.,
1991). Estudios biogeograficos del género Macrocystis sugieren que la actual distribucion
antitropical mundial se origin6 con la aparicion del género en el hemisferio norte y una

posterior colonizacién al hemisferio sur (Lindberg, 1991).
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Alternativamente Chin et al., (1991) propusieron un origen en el hemisferio sur. Sin
embargo, esta hipétesis ha sido cuestionada (Lindberg, 1991). La filogeografia del género
fue descrita por Coyer et al., (2001), lo que sugiere una dispersion reciente de Macrocystis
del hemisferio norte al hemisferio sur y el cruce de la barrera tropical entre 3,1 millones a
10.000 afios, con base a un grupo parafilético del hemisferio norte en relacion con el origen
monofilético encontrado en el hemisferio sur y la mayor diversidad de secuencias dentro
de los individuos del Hemisferio Norte. Ademéas, Macaya y Zucarrello (2010b) realizaron
un estudio en 39 localidades a lo largo del sudeste de la Costa del Pacifico, los estudios
moleculares realizados con secuencias del citocromo c¢ oxidasa subunidad I (COI)
indicaron que M. integrifolia esta presente a lo largo de la costa chilena y el norte del Per(
(6 ° hasta 32 ° S) y M. pyrifera se distribuye a partir de 37 ° S hasta la Patagonia 55° S.

2.4. ASPECTOS ECOLOGICOS

Los bosques de kelps se desarrollan en aguas frias y ricas en nutrientes, son unos de
los habitats mas importantes de produccion bioldgica en el ambiente marino. Se encuentran
alrededor del mundo en las aguas costeras abiertas y los bosques mas grandes se restringen
a temperaturas inferiores a 20°C, extendiéndose desde los circulos Articos hasta la
Antartica. La dependencia a la luz para la fotosintesis las limita hasta profundidades de 15
a 40 m. Las caracteristicas oceanograficas y continentales del territorio peruano ofrecen
condiciones complejas, determinadas por la interaccion de las corrientes debido a la
dinamica de los ciclones y anticiclones, corrientes marinas, orogenia andina, cuencas
hidrogréficas del Pacifico, del Atlantico, del Lago Titicaca y los bosques tropicales. Estas
caracteristicas han generado un territorio extremadamente heterogéneo, con diversidades
culturales, ecologicas, climaticas y quimicas. Con respecto al ecosistema marino, debido a
su ubicacién geografica presenta especies de las Provincia Biogeografica Panamefia (Golfo
de California, México 30° 30°N) hasta el sur de Cabo Blanco en el norte del Pera (04°

15°S) siendo su fauna tipicamente tropical (Kameya, 2002).

El litoral peruano también posee especies de la Provincia Biogeografica Peruana
desde Punta Aguja, Perl (6°S) hasta cerca a la Isla Chiloé, Chile (42°S); es decir,
presentan especies de aguas templadas tipicas de la Corriente Peruana, fendmeno fisico
influenciado por los vientos alisios del Sureste, produciendo los afloramientos, que tiene

enorme significado biolégico en la economia del mar peruano debido a la fertilizacion de
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los estratos superiores, incrementando la produccion primaria; constituyendo el primer

nivel tréfico, sobrepasando los 400 g carbono/m? (Kameya, 2002).

En el ambiente rocosos se encuentra diferentes especies de algas desde la zona
supralitoral hasta los aproximadamente 30 m de profundidad, cuyas caracteristica
ecoldgicas y econdmicas (Lleellish, 2001), son las siguientes: En esta zona, existen dos
especies principales que conforman praderas submarinas: el ‘“sargazo” Macrocystis
pyrifera y el “aracanto” Lessonia trabeculata. Ambas viven sobre el sustrato rocoso,
principalmente entre los 4-20 m de profundidad, habitan frecuentemente aguas frias,
siendo abundante en la costa central y sur del Perd.

El mecanismo de dispersion de M. pyrifera en el ecosistema marino del Peru es
aprovechado por el pez volador Cypselurus heterurus (IMARPE, 2008) para acercarse a la
costa, en épocas de desove (noviembre a febrero), permitiendo que las balsas flotantes
transportadas mar a fuera (Macaya y Thiel, 2008) hacia aguas oceanicas con temperatura
superficial por encima de 20°C (Oxenford et al., 1995) permita el desove de este pez,
cumpliendo un papel significativo en el proceso reproductivo de esta importante especie

para la pesqueria artesanal.

Los bosques de Macrocystis constituyen habitat, refugio y alimento de una gran
diversidad de especies de invertebrados y peces, con reconocida importancia para las
comunidades bentonicas; asi como, sustrato para otras especies de algas (Plana et al.,
2007). La importancia de las macroalgas en el ambiente marino se manifiesta no solo en su
productividad, sino también en diversas formas tales como la prevencion de remocion del
sustrato al actuar como trampas de sedimentos; la filtracion de agua marina al utilizar para
su crecimiento grandes cantidades de Nitrogeno N, Fésforo P y el hecho de que proveen de
un habitat insustituible para la fauna marina al servir de sustrato, alimento y refugio para
peces e invertebrados marinos. Ademas, la biomasa de algunas especies proporciona
aplicaciones en diversas industrias a beneficio del ser humano, lo que les confiere su

interés econdmico.
2.4.1. SISTEMA DE CORRIENTES PERUANAS

La circulacion marina peruana es muy compleja, integrada por corrientes
superficiales y subsuperficiales; buena parte del conocimiento de la circulacion marina

peruana se sustenta en calculos geostréficos basados en datos hidrograficos colectados
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durante extensos periodos de tiempo (Wooster y Gilmartin, 1961; Wyrtki, 1967; Strub et
al., 1998). El sistema de corrientes frente al Perd forma parte del Ecosistema de la
Corriente de Humboldt que se extiende, de sur a norte, desde 40° - 45°S hasta 4°S,
proyectandose a veces hasta el Ecuador, en sentido este-oeste esta definida desde el
continente sudamericano hasta cerca de 87°W perpendicular frente al Callao. Esta corriente
frente al PerU recibe el nombre de Corriente del Per(, por acuerdo en la Primera
Conferencia Oceanogréfica Iberoamericana, celebrada en Mélaga en 1935.

El sistema de corrientes superficiales hacia el Ecuador estd compuesto por la
Corriente Costera Peruana (CCP) y la Corriente Oceénica Peruana (COP), que transportan
aguas de origen subantartico. De acuerdo a Wyrtki (1967) la CCP presenta velocidades de
4-15 cm/s, fluye entre los 78°W vy la costa; es mas intensa entre abril y setiembre, cuando
se intensifican los vientos alisios del SE y transportan un volumen aproximado de seis
millones de m%s. Parte del flujo se desvia hacia el oeste a los 15°S, persistiendo luego
como un flujo débil y confinado a los primeros 25-50 m.

La COP llega hasta 700 m de profundidad y alcanza mayores velocidades que la
CCP, ubicada al oeste de los 82°W, fluye hacia el norte y alrededor de los 10°S gira hacia
el oeste. Entre julio y octubre forma un solo flujo con la CCP, esta situada al oeste de la
linea méxima de accion del viento, transporta un caudal de unos ocho millones de m%/s.
Entre la CCP y la COP fluye una contracorriente, a la que se denomina Corriente Peruana
Subsuperficial (CPSS), o Corriente Subsuperficial Peruano-Chilena, presenta velocidades
ligeramente superiores a 20 cm/s frente a Punta Falsa, debilitdndose en su avance hacia el
sur. Esta corriente comienza frente a Talara extendiéndose unos 250 km mar adentro, con

un flujo mas intenso cerca de los 100 m de profundidad.

Asociadas al Sistema de Corrientes Ecuatoriales, las corrientes hacia los polos son
dominantes bajo las capas superficiales en el Pert y norte de Chile. Brink et al., 1983,
demostraron que gran parte del flujo a 100 mn cerca de las costas de Peru se dirige hacia
los polos, contrario a los vientos prevalecientes y al sistema de corrientes de margenes
orientales de los océanos. Esto incluso se cumple sobre el zécalo, donde la deriva de los
vientos y el afloramiento hacia el Ecuador estan configurados a niveles de 50 m de
profundidad (Gutiérrez, 2002). Lukas, 1986, us6 mediciones hidrogréaficas para inferir que
la Corriente Submarina Ecuatorial (CSE) o Corriente de Crowmwell (Knauss, 1960) se

fracciona en las Islas Galapagos: Un ramal se dirige al norte hasta los 3°- 6°N con
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velocidades méximas a 100 y 200 m de profundidad. Hacia el sur, CSE se bifurca en dos
ramales: uno costero y otro fuera de la costa préximo a los 84°W. Estos dos flujos, que se
debilitan hacia el sur, estan separados por una corriente débil hacia el Ecuador.

Un ramal costero tiene un maximo superficial a 4°S y un maximo subsuperficial a
6°S y es el origen de la Corriente Submarina Peruana (CSP) o Corriente de Gunther o
Extension Sur de la Corriente de Cromwell (ESCC) descubierta por Wooster y Gilmartin,
1961 durante la expedicion STEP-1. La CSP fluye hacia los polos paralela al z6calo
continental a 5 y 25 mn mar afuera, a 5y 10 cm/s, entre 50 y 300 m de profundidad.

Ademas la CSP se distingue por su bajo contenido de oxigeno debajo de la
termoclina, altos valores de salinidad e isotermas de 10° a 13°C, salinidades de 34,9 a 35,1
ups y concentraciones relativamente altas de oxigeno (>1,0 mL/L a 100 o 200 m de
profundidad). El segundo ramal fluye al sudeste de las islas Galapagos y se ubica a 50-150
mn alrededor de los 6°-7°S formando la Contracorriente Peruano-Chilena (CCPC) que
prevalece hasta los 35°-40°S (Strub et al., 1998) siendo maxima en primavera y minima en
otofio. Tsuchiya (1985) usa las lenguas de la distribucion minima de fosfatos para inferir

trayectorias similares entre la CSE, la CSP y la CCPC.

En 1992 Santelices en su estudio sobre fitogeografia marina del Archipiélago Juan
Fernandez, constituido por un grupo de islas ubicadas en el Pacifico Sur frente a las costas
chilenas, corrobord el andlisis de Skottesberg (1943) quien habia indicado que el Sistema
de Corrientes Humboldt era la via de transporte utilizadas por un gran nimero de especies
de algas marinas presentes en dicho Archipiélago, constituyéndose en una ruta para la
migracién de estas especies. No obstante, puede ofrecer enormes dificultades por la
complejidad del sistema de corrientes que presenta. Fuertes eventos de El Nifio y La Nifia
puede jugar un rol importante en la dispersion y flujo de genes. Los cambios en las
condiciones oceanograficas relacionadas con ENOS pueden reducir la supervivencia de las
poblaciones de Macrocystis originadas de las aguas frias por corrientes de origen

subantartico, como por ejemplo las corrientes costeras y oceanicas peruanas.

Segun Vega et al., 2005 en su estudio sobre la biologia poblacional de huirales
submareales de Macrocystis integrifolia y Lessonia trabeculata, realizado al norte de Chile
en un ecosistema de surgencias; en el Pacifico Sudamericano temperado, eventos
oceanograficos que actlan a distintas escalas espacio-temporales y procesos biolégicos

estocasticos de baja frecuencia (cambios en la abundancia de pastoreadores) que actlan a
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escala local, generan variabilidad interanual en la dinamica de las poblaciones de huiros a
largo plazo. Ademas, el efecto interactivo entre centros de surgencia permanente y la
periodicidad temporal oscilatoria de eventos oceanograficos que generan anomalias
térmicas positivas (El Nifio) y negativas (La Nifia) modifican el arreglo espacial de las
poblaciones submareales de huiros en el gradiente latitudinal.

2.4.2. EVENTOS: EL NINO OSCILACION SUR (ENOS) Y LA NINA

Aunque factores severos como la herbivoria, fuertes tormentas, depredacion, entre
otros, son responsables de la pérdida de praderas naturales de Macrocystis; la presencia de
eventos oceanograficos tales como EI Nifio y la Nifia en la Oscilacion Decadal del Pacifico
(ODP) tienen influencia notoria. La ODP es descrita como una fluctuacion o variabilidad
climatica durante un largo periodo en el Océano Pacifico afectando principalmente la
cuenca del Pacifico y el clima del Norteamérica (Hare, 1995). Eventos registrados durante
1977 a 1993 generaron presiones mucho mas fuertes y con amplios efectos sobre las
poblaciones de Macrocystis (Foster y Schiel, 1985; Tegner et al., 1996, 1997; Edwards,
1998). Los efectos de los Eventos de El Nifio o EI Nifio Oscilacion Sur (ENOS), provocan
que la capa de la termoclina se profundice, incrementando la extension de aguas
superficiales calientes y pobres en nutrientes cercanas a las zonas costeras, tal como
ocurrié a lo largo del area costera occidental de Norteamérica, particularmente al sur de
Punta Concepcion (California, Estados Unidos) y consecuentemente la reduccion o
eliminacion de la poblaciones de Macrocystis en esas zonas (Tegner y Dayton, 1987;
Dayton et al., 1992, 1998; Foster y Schiel, 1992; Tegner et al., 1996, 1997). Desde hace 98
afios, 23 eventos de El Nifio han sido recordados y dos eventos: 1982-1983 y 1997-1998

han sido notablemente severos.

Después de unos 15 afios de estabilidad relativa, la poblacién de Macrocystis
pyrifera fue de nuevo devastada por las tormentas y el agua caliente de EI Nifio en 1982-
1984 (Dayton y Tegner, 1984, 1990; Tegner y Dayton, 1987). A pesar de la perturbacion
fisica mas grande de este evento, muchos bosques de algas marinas costeras se recuperaron

mucho mas rapidamente que después de EI Nifio 1957-1959 (Tegner y Dayton, 1981).

Durante los Eventos del Nifio 1997-1998, por ejemplo, M. pyrifera fue eliminada
de los limites meridionales en Bahia Tortuga (Baja California, México) y su distribucion
retrocedid hacia el norte cerca de 500 km (Ladah et al., 1999). En el centro de Perq, El

Nifio de 1997-98 devastd las poblaciones de Macrocystis disminuyendo la densidad de
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esporofitos y la diversidad de especies asociadas (Lleellish et al., 2001). Adicionalmente,
un estudio de 90 sitios que abarcé el rango de distribucion de Macrocystis en las zonas
costeras de Estados Unidos y Meéxico, inmediatamente pocos meses después de este
evento, reveld que poblaciones en Punta Concepcion fueron criticamente limitadas; las
poblaciones del norte no estaban relativamente afectadas, pero poblaciones al sur estaban
severamente afectadas con rangos altamente variables de recuperacion (Edwards, 1998).
Consecuentemente, condiciones anomalas de temperatura provocada por eventos como El
Nifio, pueden provocar la mortalidad natural de extensas praderas de Macrocystis
constituyendo una de las principales causas para reducir el tiempo de vida de esta

importante macroalga.

Otros estudios con Asteroideos como Meyenaster y Luidia, evidenciaron una
disminucion significativa junto con las poblaciones de Macrocystis durante el nifio de 1997
y 1998, potencialmente migraron a aguas profundas, mientras Heliaster y Stichaster
incrementaron en abundancia durante igual periodo (Vasquez et al., in press). Queda por
determinado si el ENSO disminuyo la abundancia de Luidia y Meyenaster, ambos
predadores importantes en Tetrapygus (Viviani 1979, Véasquez 1993, Vasquez and
Buschmann 1997) fueron la dltima causa de en la explosion en la poblacion de Tetrapygus

niger (erizo negro) durante el 1998 y 1999 (Vega et al., 2005, Vasquez et al., in press).

El evento de La Nifia es esencialmente contrario al ENOS, aguas ricas en
nutrientes, de bajas temperatura o frias, fluyen en el sur a lo largo de las costas de
Norteamérica. Durante el evento de La Nifia se generan condiciones Optimas de
crecimiento y rapida recolonizacion de M. pyrifera (Tegner et al., 1997), entre eventos
extremos de El Nifio y La Nifia, existen condiciones oceanogréaficas intermedias durante

periodos variables de tiempo (Coyer et al., 2001).

La baja frecuencia y alternancia de eventos El Nifio - La Nifa, intercalados con
largos e intermedios régimen oceanograficos; pueden resultar una mezcla de los genotipos
de Macrocystis del norte y sur en areas espacialmente intermedias, como en Isla Santa
Catalina (California, Estados Unidos), es muy posible que esta isla sea simultaneamente un
punto de presencias de genotipos de M. pyrifera de zonas del norte y sur; debido a que esta
ubicada en el centro de distribucion de las especies en un area que ha experimentado
fluctuaciones significantes de poblaciones de Macrocystis desde los afios 1900s (Foster y
Schiel, 1985).

16



2.43. RELACION DE MACROCYSTIS CON LOS PARAMETROS
AMBIENTALES

Las diferencias morfoldgicas de una especie de amplia distribucién pueden
alternativamente reflejar una respuesta diferencial a factores ambientales que varian a
través del espacio geogréafico (Fowler-Walker et al., 2005). Los bosques de algas gigantes
estan expuestos a diferentes gradientes medioambientales de factores abioticos y bibticos
desde la superficie al sustrato inferior. Los estudios han indicado que la irradiacion, la
temperatura, la salinidad, la sedimentacion, la concentracion de nutrientes, la accion del
oleaje y la cantidad de epifitas adheridas a las frondas; pueden afectar significativamente
el crecimiento de los kelps (Dean y Jacobsen 1984; North et al., 1986; Edwards y
Hernandez-Carmona, 2005).

En su habitat natural, los bosques de algas se desarrollan en las costas rocosas poco
profundas con suficiente penetracion de luz (Steneck et al., 2002). Como tal, la baja
abundancia de algas en las zonas articas y sub-antarticas se cree que es un resultado de la
limitacion de luz (Henley y Dunton, 1997). También se ha demostrado que las
temperaturas menores a 15°C son Optimas para la supervivencia de algas gigantes y que las
temperaturas mayores a 20°C promueve la degradacion de la especie (Rothdusler et al.,
2009). Sin embargo, Macrocystis se produce a lo largo de las costas del sur de California
con tasas de fotosintesis y de temperaturas mas altas, entre 20°C y 25°C, (Clendenning y
Sargent, 1971). Ademas, el maximo crecimiento de algas marinas se ha observado a

concentraciones de nitratos entre 1y 2 uM (Zimmerman y Kremer, 1986).

Los cambios climéaticos han alterado la productividad de los ecosistemas marinos
en varios niveles troficos (Polovina et al., 1994). EI aumento en la temperatura del mar
puede reducir la poblacion de Macrocystis spp. mediante la limitacién de la disponibilidad
de nutrientes. Una fuerte correlacion negativa se observo entre la temperatura y la
disponibilidad de nitratos (Gerard, 1982; Zimmerman y Kremer, 1986), cuando la
concentracion de nitrato cae por debajo de 1 puM. Desapariciones en gran escala pueden
explicarse porque el crecimiento esta soportado por transferencia de nitrdgeno de las partes
inferiores de la macroalga que se bafian en agua con concentraciones superiores de nitratos
(Jackson, 1977). Si las partes inferiores no pueden transferir suficiente nitrogeno a la
superficie, el dosel muere y los individuos sucumben probablemente debido a las bajas

reservas de nitrégeno (Gerard, 1984). Ademas de la limitacién de los nitratos, provocando
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con ello la muerte de Macrocystis spp., altas temperaturas también inhibe el reclutamiento
exitoso de nuevas células del alga en las praderas. Por lo tanto, la poblacién no puede
recuperarse hasta que la temperatura disminuye (Jackson, 1977).

Por otra parte, debido a la tolerancia de los kelps frente a contaminantes como
metales pesados y residuos diluidos de petrdleo; Macrocystis pyrifera ha sido utilizada
como un dosimetro costero natural para medir la exposicion de is6topos radioactivos como
1'* liberado por accidentes nucleares como el sucedido en la planta nuclear de Fukushima
Daiichi, afectada por un terremoto y un tsunami el 11 de marzo del 2011, provocando la
liberacién de grandes cantidades de 1" a la atmésfera, lo cual fue asimilado por las
frondas de los bosques de M. pyrifera muestreados en las costas de California. La actividad
especifica calculada, al estimar los rangos de deposicién y asimilacion, fueron de 0.6 a 2.5
Ba/gdwt™. Esos niveles de 1" representan un significativo ingreso a los ecosistemas de

bosques de kelp (Manley y Lowe, 2012).
2.5. ASPECTOS ECONOMICOS DE MACROCYSTIS

La amplia y abundante distribucion mundial de Macrocystis, su alta capacidad de
crecimiento, la posibilidad de cosechar hasta el 75 por ciento de su biomasa y no afectar
sus estructuras reproductivas, su extensa aplicacion industrial en las areas: farmacéutica,
alimentaria, textil, papelera, cosmética y cervecera; le han otorgado un importante interés
econdmico y constituye la principal fuente de extraccion de alginatos, alrededor de 25.000
toneladas de &cido alginico se extraen en todo el mundo (Edyvane, 2003). La produccion
mundial de acido alginico durante 1991, alcanz6 las 27.000 toneladas generando divisas
del orden de los US$ 250 millones anuales (Vasquez, 2009).

En Per0, para el ecomorfo Macrocystis integrifolia, segin los datos estadisticos de
exportacion nacional, esta macroalga se ha destinado a los mercados de Canada, China y
México. Como principales importadores a nivel mundial tenemos a Japon, Estados Unidos,
China y Taiwan. Per0 figura como proveedor de estos principales mercados compradores,
siendo sus principales mercados de destino: China, Francia, Taiwan, Estados Unidos y
Japén. Las presentaciones con las cuales se ha exportado las algas han sido: secas, secas y
molidas, micropulverizado, frescas congeladas, predominando la presentacién en seco
(ADEX, 2008). El principal mercado para la exportacion de las macroalgas pardas en Peru,

esta dirigido a su uso como materia prima en la industria de alginatos, carragenanos y agar.
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Las algas son productos de alto consumo en los paises asiticos en diferentes
presentaciones, ya sea en ensaladas, sopas y como bocados. La actual demanda es de
caracter industrial, es decir para aquellos fabricantes de alimentos que en sus recetas
utilizan algas como materia prima para sus productos. Ademéas como insumo de diferentes
compuestos industriales como aglutinante, emulsificante, etc. Peri puede desarrollar
fuertemente su oferta exportable en este sector y China, constituyendo sin duda un gran
mercado ya sea por la gran cantidad de mano de obra involucrada en el proceso de
recoleccion asi como la factibilidad del desarrollo de cultivos.

El uso significativo de las algas cafés y en particular de Macrocystis pyrifera, parte
del empleo del mucilago localizado en la pared celular y en los espacios intercelulares, el
cual al ser tratado con carbonato de sodio y posteriormente con acido mineral, produce el
acido alginico; este es un compuesto poliuronico muy estable a la hidrélisis, que por si
mismo es insoluble en el agua, pero tiene capacidad de absorberla y sus sales, excepto la
del calcio, son solubles en agua. (Fujiki et al., 1994). Los alginatos se emplean en procesos
en los que se requiere un agente espesante, gelificante, emulsificante, formador de
peliculas o que de cuerpo a ciertas sustancias (Guzman del Proo et al., 1981). Véasquez,
1999 indica que los alginatos son ampliamente utilizados en la industria de textiles
aproximadamente en un 42 por ciento, alimentos con 34 por ciento, papel con 9.4 por
ciento, farmacéutica y productos dentales con 5.3 por ciento y otras actividades

productivas equivalente al 3.2 por ciento.

En nutricidbn de organismos acuaticos, Macrocystis pyrifera y Ulva sp. se han
utilizado frescas y en alimentos extruidos para el erizo de mar Loxechinus albus en Chile,
obteniendo buenos resultados en la formacién de gonadas especialmente con el alimento
extruido conteniendo en el kelp (Lawrence et al., 1997); en alimentos para el abulon,
Haliotis spp.(Stuart y Brown, 1994; Marsden y Williams, 1996; Gonzalez-Aviles y
Shepherd, 1996; Viana et al. 1996; Fleming 1998) y como atractante en la misma especie

aungue en forma fresca (Viana et al., 1994).

Por otro lado, se ha probado un efecto inmunoestimulante en alginatos de sodio de
Undaria pinnatifida y Macrocystis pyrifera en contra de infecciones bacterianas
(Edwarsiella tarda) en Cyprinus carpio L. (carpa comun). Cruz-Suarez et al., 2000
evaluaron el efecto de la harina de M. pyrifera sobre algunas propiedades quimicas y

funcionales de alimentos para camardén blanco Litopenaeus vannamei, concluyendo en el
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aumento de la biomasa, crecimiento y consumo del alimento por parte del camardn blanco
de la harina de M. pyrifera, la cual funcion6 como un excelente aditivo, atractante,
aglutinante y texturizante que permite la utilizacion mas eficiente de los nutrientes

dietarios al asegurar una menor lixiviacion y amplia ingesta.
2.5.1. IMPORTANCIA ECONOMICA DE MACROCYSTIS EN EL PERU.

En el ambito de las exportaciones, segun ADEX (2008), la evolucion de las
exportaciones peruanas de macroalgas desde el 2000 al 2008; evidencian rubros del 18,09
por ciento para Macrocystis integrifolia; 7,86 por ciento para la especie de Macrocystis
pyrifera ocupando el segundo y tercer lugar a nivel nacional, respectivamente; y cuya
exportacion se efectla en presentacion: seca, seca y molida, micro pulverizadas, frescas
congeladas pero predominando la presentacion en seco. Para el afio 2008, las empresas
exportadoras en el Per( de Macrocystis integrifolia (algas pardas) fueron: Globe Seaweed
International S.A.C. con $ 1,004,734; Algas Multiexport del Peru S.A.C. con $ 52,731;
Alimentos Procesados S. A. con exportaciones equivalentes a $ 41,244 y Peruvian
Seaweeds SRL con $ 5,617 exportados a paises como China, Republica de Corea e
Indonesia. Lo que pone en evidencia la importancia comercial de Macrocystis en el

mercado internacional.

En Peru, existen dos formas de aprovechamiento de las algas pardas: extraccion
directa de algas y el recojo, colecta o acopio de algas varadas. Actualmente esta prohibida
la actividad extractiva en todo el litoral peruano mediante la Resolucién Ministerial N°.
839 - 2008 — PRODUCE, emitida el 4 de diciembre de 2008, y expresa que en referencia a
los estudios realizados por el Instituto del Mar del Perd IMARPE mediante el oficio N°.
DE — 100 -266 -2008 — PRODUCE/IMP emite el documento “Opinién técnica sobre la
macroalga Macrocystis integrifolia en el Litoral Peruano” presentando algunas
consideraciones técnicas sobre las macroalgas marinas pardas, anotando las praderas y

bosques que forman estos recursos en areas intermareales o submareales someras.

En el mismo informe, el IMARPE reporta haber constatado que las praderas de
Macrocystis pyrifera (sargazo) no se han recuperado en el litoral de Ica, encontrandose
solo agregaciones de ejemplares juveniles y que la extraccién de Macrocystis integrifolia
al estar dirigida principalmente a los ejemplares adultos de la poblacion, interfiere en el
ciclo reproductivo natural de esta especie, por lo cual recomienda, en aplicacion al

principio precautorio, prohibir la extraccion de ambas especies sea de orilla o desde
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embarcacion en el litoral peruano hasta que el IMARPE proporcione los elementos de
juicio necesarios que permitan establecer las medidas de manejo racional y sostenible de la
especie. Y se resuelve establecer la veda de las algas marinas pardas Macrocystis
integrifolia y M. pyrifera, quedando prohibidos la extraccion, el transporte, la

comercializacion y el procesamiento de las citadas algas en el litoral peruano.

Asi como prohibir temporalmente el recojo, la colecta y el acopio de especimenes
de algas pardas Macrocystis varadas en las riberas de playas y orillas por accion de las olas
corrientes marinas, en el litoral peruano. Posteriormente el 18 de mayo de 2009, mediante
Resolucién Ministerial NO. 211 — 2009 — PRODUCE resuelve autorizar el recojo, colecta y
acopio de especimenes varados de algas pardas del género Macrocystis; manteniéndose la
prohibicion por siega y/o remocion de especimenes en las praderas ubicadas entre las
localidades de San Fernando y Yanyarina al igual que el resto del litoral peruano.

2.6. ESTUDIOS POBLACIONALES DE MACROALGAS PARDAS

El Laboratorio Costero de Pisco del IMARPE ha realizado estudios de distribucion y
abundancia de macroalgas en el ambito de su jurisdiccion. Entre julio 2003 y diciembre
2005, se iniciaron los estudios relacionados con la importancia de las praderas de
macroalgas pardas en el desove del pejerrey (Odonthestes regia regia), en el area de Pisco;
y la interaccion con la extraccion de Chondracanthus chamissoi. En el periodo noviembre -
diciembre del 2004 a febrero 2005, se realizaron prospecciones de las poblaciones de
macroalgas bentonicas en San Juan de Marcona (Nazca, Ica), Islay - Camana (Arequipa) y

finalmente Caraveli (Arequipa). Posteriormente, se ejecutaron varias prospecciones:

- Prospeccion de praderas de macroalgas entre Punta Lomitas y Santa Rosa.
Marzo 2006.

- Prospeccion de praderas de macroalgas en Bahia de Paracas, julio 2006.

- Prospeccion de praderas de macroalgas entre Bahia Independencia Lagunillas,
Marzo 2007.

- Prospeccion de praderas de macroalgas en Bahia de Paracas, Julio 2007.

- Prospeccion de praderas de macroalgas en la Bahia de Paracas, Diciembre 2007.

- Monitoreo bioldgico pesquero de algas pardas en San Juan de Marcona, 2008.

En marzo 2006 se realiz6 una Prospeccion Bioldgico Ambiental de las principales

praderas de macroalgas comerciales entre Punta Lomitas e Isla Santa Rosa, los resultados
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mostraron que una de las especies dominantes es Macrocystis pyrifera después de Lessonia
trabeculata; entre otros resultados se puede destacar que las poblaciones de macroalgas
pardas dominan los ambientes costeros en Marcona e Isla Sta. Rosa pero en direccion norte
al sur de Bahia Independencia, la calidad del sustrato no permite el establecimiento de las
poblaciones de algas pardas.

El informe ejecutivo de la situacion del recurso algas pardas en San Juan de Marcona
(15°S); realizado entre abril a julio 2008 entre otros resultados hallé que una de las
principales especies de macroalgas que se extraen comercialmente es el sargazo
Macrocystis pyrifera, al igual que los aracantos Lessonia trabeculata y L. nigrescens, y las
principales zonas de distribucion de estas macroalgas se encuentran al sur de Punta San
Juan registrandose importantes praderas en Punta San Nicolas. Se determin6 ademas, que
los tamarios de las plantas extraidas comercialmente mostraban alto porcentaje por encima
de los 20 cm de didmetro del disco; sin embargo, otros indicadores como el promedio del
Diametro Mayor del Rizoide (DMR) sugirieron una baja de los tamafios promedio,
evidenciando poblaciones jovenes entre abril a julio 2008. En el contexto de los resultados
obtenidos en este informe, se sugirio elaborar un Reglamento para la extraccion de
macroalgas pardas debido a su importancia econémica en el centro y sur del Litoral, el
mismo que se formuld en el 2009 y recomendo6 que la extraccion debe realizarse siguiendo
las pautas establecidas en la normativa, referida al tamafio del disco y al entresacado de la

macroalga.

Del 1 al 8 de marzo 2009, el IMARPE realizé un estudio titulado “Evaluacion de los
varaderos tradicionales de macroalgas entre Patin (15°58°20°°S) y La Mina (16°5°22°°S),
Caraveli, Arequipa” colectando algas varadas en seis lugares seleccionados entre Atico y
Puerto Viejo mostrando un importante volumen de algas varadas, en su mayoria
Macrocystis pyrifera. Estas varazones correspondieron a la mortalidad natural por efecto
del impacto del oleaje y las corrientes de fondo sobre las poblaciones algales, a nivel
intermareal y submareal. Los muestreos del IMARPE revelaron que los individuos de
Macrocystis pyrifera varados, fueron principalmente adultos, tanto en funcion del tamafio
del rizoide como de longitud total, demostrando la existencia de biomasa adulta que podria
ser aprovechada de manera pasiva mediante colecta y estimando necesario que las praderas
circundantes permanezcan sin explotacion para mantener altas tasas de varamiento de las

macroalgas de los géneros Macrocystis y Lessonia.
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El IMARPE, entre setiembre y diciembre 2009, realiz6 cinco actividades de
investigacion denominadas “Extracciones Exploratorias de Macroalgas” autorizadas
mediante Resoluciones Ministeriales y coordinadas a través de la Direccién General de
Extraccion y Procesamiento Pesquero (DGEPP) del Ministerio de la Produccién; en estas
actividades se evaluaron el estado de las poblaciones del alga parda Lessonia nigrescens y
L. trabeculata, en términos poblacionales se estimd relaciones morfoldgicas, registro de
desembarques, la densidad, la biomasa, estructura de tallas para proponer alternativas de
manejo como la elaboracion de un Plan de Administracién de las Pesquerias de
Macroalgas Pardas en el sur del Perd.

Un Programa de Estudio de Algas Pardas (EAP) de importancia comercial, se ha
establecido por el Laboratorio costero de la sede IMARPE, Pisco en San Juan de Marcona;
considerando prospecciones, evaluaciones de la biomasa disponible y monitoreos de

poblaciones naturales.

Se ha establecido planes de manejo y recomendaciones para la sustentabilidad de la
pesqueria. La evaluacion e identificacion de varaderos historicos entre Choza Caida y
Yanyarina, permitio al IMARPE recomendar lo siguiente: (1) mantener las praderas
circundantes a los varaderos sin explotacion, permitiendo mantener altas tasas de
varamiento del género Macrocystis (2) la recoleccidn pasiva de Macrocystis en el litoral de
Marcona, comprendido entre San Fernando y Yanyarina (3) monitorear los procesos de
varamiento para determinar los cambios estacionales que se producen en los principales
varaderos de la zona autorizada (4) el monitoreo permitira consolidar las evidencias sobre
la dindmica de varamiento y determinar sus variaciones espacio temporales (5)
autorizacion de la colecta de Macrocystis en las playas del litoral de Marcona por un
periodo de 30 dias calendario, mediante Registro Ministerial R.M. 093-2009-PRODUCE
(6) efectuar la colecta de Macrocystis sp. y Lessonia sp. por 60 dias entre San Fernando y
Yanyarina, R.M. 2011-2009-PRODUCE (7) finalmente, se autoriza la colecta de algas
varadas en todo el litoral (R.M. 264-2009-PRODUCE).

Otros estudios poblacionales de Lessonia trabeculata, se realizaron en la region de
Ica al sur de San Juan de Marcona, especificamente en el sector entre El Basural y
Yanyarina durante los afios 2009 y 2010, para determinar zonas de evaluacion vy
abundancia de esta macroalgas; los indicadores evaluados fueron: (a) didmetro mayor del

rizoide (b) densidad de plantas adultas (c) biomasa. En agosto 2009, el IMARPE estimé
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una cuota de captura permisible de 3000 t entre las zonas Campamento y Pingiiinera de
San Juan de Macona, por lo cual PRODUCE autorizé su extraccion mediante R.M. N°
501-2009-PRODUCE. Una nueva evaluacion de este recurso se realizo por el IMARPE en
marzo 2010, en la misma zona, estimando una captura permisible de 4166 t las que podrian
extraerse hasta diciembre de ese mismo afio, excluyendo los meses de otofio por ser
periodo reproductivo de la especie. Sin embargo, dicha cuota no se autoriz6. En junio
2010, el IMARPE realizé la evaluacién poblacional de Lessonia trabeculata al sur de San
Juan de Marcona estimando una captura permisible de 2301 t en base a la cual PRODUCE
emitié la normativa que autorizé la extraccion de esta especie en el area comprendida entre
Lobo Fino y Yanyarina (R.M. N° 205-2010-PRODUCE) la que se dio por finalizada en
octubre 2010 (R.M. N° 267-2010-PRODUCE).

En base a los resultados de estas investigaciones, de acuerdo a las condiciones de las
poblaciones y la disponibilidad de biomasa en los sectores evaluados, un eventual
aprovechamiento de este recurso por recomendaciones del IMARPE, debera considerar: La
autorizacion de extraccion de cosecha por sectores segun el estado del indicador de
densidades de plantas adultas en las areas evaluadas, la cuota de extraccion para estos
sectores debera establecerse de acuerdo al rendimiento anual estimado para cada sector
considerando una veda reproductiva de abril a junio (otofio), la extraccion de Lessonia
trabeculata debe ejecutarse bajo un estricto control que permita garantizar la sostenibilidad
de las praderas de la especie y se sugirié que algunas embarcaciones lleven un equipo de
GPS debidamente calibrado con la finalidad de ubicar geograficamente las cosechas y
ubicar la flota pesquera artesanal. Adicionalmente, este registro debera ser parte de un
monitoreo biolégico y pesquero coordinado con IMARPE, PRODUCE y DIREPRO Ica

conjuntamente con los representantes de pescadores artesanales.
2.7. FILOGENIA MOLECULAR

En las ultimas décadas la biologia molecular ofrece herramientas Utiles para
desarrollar investigacion en ecologia bajo una perspectiva mas precisa proporcionando
informacion para caracterizar a nivel genético una especie, comunidad o poblacion; dando
origen a la ecologia molecular respondiendo a preguntas relacionadas a identificar
especies, cuantificar la biodiversidad desde el ambito de la diversidad genética o rastrear la
dispersion de los organismos sobre hechos historicos evolutivos; toda esta informacion es

dirigida en parte al manejo sustentable de los recursos naturales y por consiguiente una
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forma para la aplicacion de la ecologia. No obstante, cominmente se observa
incongruencias entre la informacion obtenida del uso de datos morfoldgicos, que siempre
han sido empleados para responder cuestiones ecoldgicas, y la conseguida de datos
moleculares lo que ha provocado disyuntivas en el uso adecuado de la informacion para

probar hipétesis evolutivas.

Avise (1994), sefiala que el argumento principal para el empleo de informacién
molecular es que es universal, en especial cuando se requiere comparar linajes con
divergencias tempranas, en cuyos casos es imposible establecer hipdtesis sobre la base
morfoldgica.

Dentro de la ecologia molecular se enmarca la filogeografia, la cual segun Avise,
2000 la define como el campo de estudio relacionado con los principios y procesos que
gobiernan la distribucion geogréafica de linajes de genes, sobre todo aquellos dentro y entre
especies cercanamente relacionadas; enfatiza aspectos historicos de la distribucion espacial
y actual de linajes de genes utilizando informacion temporal (historica) que ha sido posible
obtener a partir del uso y andlisis de la informacion contenida en las moléculas de ADN, es
decir trata de interpretar la extension y el modo en que los procesos demogréaficos
historicos han dejado marcas evolutivas en la distribucion geografica actual de caracteres
basados genéticamente. Para ello, la genética de poblaciones describe las fuerzas
responsables de la variacion genética como la mutacion, la deriva genética y la seleccion
natural. Adicionalmente; mediante el uso y la descripcion de arboles (representaciones de
genealogias) que relacionan unidades evolutivas, la filogenia se une a la Teoria de la
Coalescencia, esta ultima constituye un analisis matematico formal y tratamiento
estadistico para analizar las genealogias génicas dentro y entre especies relacionadas
(Avise, 2000) y a la Teoria Neutral que considera que las mutaciones neutras se acumulan
a lo largo del tiempo en la rama de los arboles que representan las genealogias génicas,
proporciona un marco teorico para estudiar la evolucion en el nivel molecular y un modelo

nulo con el cual contrastar escenarios mas complejos de evolucion (Futuyma, 2009).

Kingman (1982), desarroll6 el concepto de coalescencia y demostrd que la unién de
linajes hacia un ancestro comdn se describe por un proceso matematico (n-coalescent); la
idea béasica de la coalescencia es que en ausencia de seleccion se puede ver como
diferentes linajes observados en una muestra de la poblacion se relacionan y convergen

hacia atras en el tiempo con sus linajes ancestrales. La Teoria de la Coalescencia, es un
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modelo retrospectivo basado en la genealogia de los alelos, un modelo de separacion de
linajes y deriva genética que retrocede hacia un ancestro en comun (Harding, 1996). Usa
un modelo bésico, usualmente Wright — Fisher, para describir la dindmica de la union de
los linajes hasta un ancestro comun; surge como una extension de la genética de
poblaciones clésicas tomando también algunas caracteristicas e ideas de la filogenia y de la
teoria neutral de la evolucién molecular (Hein et al., 2005).

Para Vasquez (2007), los estudios filogeograficos consideran algunos aspectos
fundamentales como: (1) la unidad de estudio es el individuo, especificamente el haplotipo,
(2) se evaluan polimorfismos que son Unicos y definen la filogenia de los mismos, (3)
utiliza arboles de genes, con base en haplotipos y no arboles de especies o taxones o areas
con los que puede trazar la filogenia matrilineal en el caso del ADNmt (haploide), asi
como las genealogias de genes nucleares (diploides), (4) se utilizan enfoques basados en
los principios de coalescencia para evaluar formal y estadisticamente las predicciones

filogeograficas.

2.8. DIVERSIDAD GENETICA

Para el estudio de la biodiversidad se puede considerar tres componentes: diversidad
taxondmica, ecoldgica y genética. La definicion de diversidad genética segun Roche y
Dourojeanni (1984) indica: “Diversidad genética incluye la totalidad de la variabilidad
heredable vegetal y animal de todo el mundo, ya sea con valor demostrado, de valor
desconocido o de organismos perjudiciales conocidos, como las pestes y enfermedades” .
Para estos autores la diversidad genética y por tanto los recusos geneéticos existen entre las
especies y dentro de las especies. La variabilidad existente en el interior de las especies es
un hecho facilmente perceptible, los individuos no son idénticos entre si. Esta variacion
surge por mutacion del material hereditario y es el requisito necesario para que la especie
evolucione y se adapte a nuevas condiciones, debido a que la seleccion no puede actuar

sino existen diversas alternativas.

Dada la importancia de la variacion, su cuantificacion ha sido un objetivo perseguido
por los genetistas de poblaciones. Sin embargo, no es facil estimar el verdadero grado de
variacion genética. En principio las Unicas diferencias observables entre individuos eran

rasgos fenotipicos, pero la variacion genética correspondiente a estas diferencias no esta
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bien determinada ya sea por rasgos controlados debido a varios genes, interaccion entre
ellos, influencia del ambiente. Adicionalmente, existen procesos sistematicos y dispersivos

que actian como mecanismos evolutivos sobre las poblaciones.
Entre los procesos sistematicos tenemos:

2.8.1. Migracion o Flujo génico.- La migracion consiste en el movimiento de individuos
de una poblacién a otra distinta provocando una alteracion de las frecuencias alélicas que
tienden a homogenizar a las poblaciones afectadas (Edding y Laval, 1999). El grado de
variacion dependera de la proporcion de migrantes en la poblacion receptora y de las
diferencias de las frecuencias alélicas entre ambas poblaciones.

2.8.2. Mutacion.- Se definen como cambios heredables en el material genético, de manera
muy general se puede definir dos tipos de mutaciones (Griffiths et al., 2007):

a) cromosOmicas, que afectan al numero, estructura y configuracion de los

cromosomas.

b) génicas, consiste en la alteracion de la secuencia de nucleétidos. Existen diversos
tipos: como sustituciones, delecciones, inserciones y traslocaciones. Las mutaciones
nuevas tienen mayor probabilidad de ser perjudiciales que beneficiosas para los individuos
y esto se debe a que son eventos aleatorios con respecto a la adaptacion, es decir que el que
ocurra 0 no una mutacién en particular, es independiente de las consecuencias que pueda

tener en sus portadores.

2.8.3. Seleccidn.- Sobre las poblaciones pueden actuar dos tipos de seleccion: la natural,
que ocurre sin la intervencién del hombre y favorece a los individuos mejor adaptados al
medio y la artificial, en la que el ser humano selecciona a los individuos que seran futuros
reproductores (Falconer y Mackay, 1996). En cualquiera de las dos situaciones no todos
los individuos van a dejar descendencia a la siguiente generacion y de los que lo hacen no
todos los dejan en la misma proporcion, ya que existen diferencias en la viabilidad y
fertilidad de los individuos. La seleccién provoca un cambio en las frecuencias génicas que

dependera de la intensidad de seleccion y de la frecuencia génica inicial de las poblaciones.
Entre los procesos dispersivos tenemos:

En poblaciones finitas estructuradas en subpoblaciones, donde no acttan los procesos

sistematicos las frecuencias génicas actlan erraticamente de generacién en generacion, en
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un proceso denominado deriva génica (Falconer y Mackay, 1996). Las consecuencias de
este proceso dispersivo son el aumento de los homocigotos y por tanto una homogeneidad
cada vez mayor de los individuos pertenecientes a la subpoblacién, ademés de una
diferenciacion paulatina de las subpoblaciones. Con el paso del tiempo y debido a la
endogamia, la frecuencia de los alelos deletéreos es cada vez mayor provocando una menor

adaptacion al medio de sus portadores y una disminucion de la viabilidad y fertilidad.

2.8.4. Deriva génica dentro de subpoblaciones (Endogamia).- El proceso de la deriva
génica dentro de las poblaciones tras largos periodos de tiempo provoca un aumento de la
endogamia, de tal manera que los individuos de una misma poblacion cada vez se
pareceran més al aumentar los homogigotos y disminuir los heterocigotos (Edding y Laval,
1999).

2.8.5. Deriva génica entre poblaciones: Estadisticos F de Wright.- Las fluctuaciones de
las frecuencias génicas conllevan a la pérdida o fijacion de alelos diferentes en cada una de
las subpoblaciones, provocando una disminucion de la diversidad genética. Wright
desarrollé en 1965 la teoria de los indices de fijacion o estadisticos de Wright que mide
mediante el célculo de tres parametros: variabilidad genética debido a diferencias dentro
las subpoblaciones (Fis), variabilidad genética total (Frr), variabilidad genética debido a
diferencias entre subpoblaciones (Fst), un valor menor a 0,5 indica que no hay diferencia
entre las poblaciones; la pérdida de heterocigosis de la estructura de la poblacion en
subpoblaciones y por tanto es una medida de la diversidad genética entre las
subpoblaciones. (Wright, 1969).

2.8.6. Distancia genética.- La caracterizacion genética de las poblaciones o de los
individuos o también llamados de manera genética las Unidades Taxondmicas Operativas
OTUs (Sokal y Sneath, 1963) nos permite calcular la distancia genética entre ellos y

representarla espacialmente mediante métodos de agrupamiento.

En los marcadores neutros, como el espaciador intergenico atp8-S y COI utilizados
en este estudio, donde los diferentes alelos no perjudican ni favorecen al individuo que los
porta; los cambios en las frecuencias alélicas son debidos fundamentalmente a la deriva
genética y la mutacion, siendo las causas que diferencian las poblaciones. En el estudio de
los linajes de genes a lo largo de su distribucion geogréfica, los tiempos de divergencia
pueden ser relativamente cortos por lo que las variaciones de las frecuencias alélicas en las

poblaciones se debe fundamentalmente a la deriva génica ya que las mutaciones necesitan
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que pasen un mayor nimero de generaciones para alterarlas. Es necesario tener en
consideracion estos aspectos en la eleccion de la distancia, utilizando la més apropiada en

el estudio en funcion de las fuentes de variacion que se consideren.

2.8.7. Representaciones Network.- El proceso evolutivo mediante la recombinacion de
genes, hibridacion entre linajes y homoplasia o convergencia (cambio evolutivo paralelo),
genera relaciones entre las poblaciones que no representan los métodos tradicionales de
filogenia basados en éarboles bifurcados, ya que frecuentemente las genealogias de
poblaciones estan multifurcadas donde coexisten los genes descendientes con sus ancestros
y los eventos de recombinacién pueden producir relaciones reticuladas (Posada y Crandall,
2001). Para su representacion grafica se han desarrollados las redes o Networks que tienen
en cuenta estos fendmenos a nivel de poblacion y permiten estimar la filogenia y evolucion
intraespecifica. Segun Posada y Crandall, 2001, el método Network es una representacion
donde se conectan nodos que muestran la informacion de cada estado genético presente en
la poblacion, siendo el principal interés de sus aplicaciones. Asi se han empleado para
determinar recombinaciones, delimitar especies, inferir modos de especiacion, particion de
la historia, estructura de la poblacion y estudiar las asociaciones entre fenotipos y

genotipos.

El Network pueden detectar presencia de haplotipos ancestrales en la poblacion, ya
que cuando un haplotipo muta no es probable que lo hagan todas las copias del haplotipo o
se extingan rapidamente, por lo tanto un solo haplotipo ancestral da lugar a multiples
descendientes, representandose como un arbol de haplotipos con multifurcaciones. Asi la
teoria de la Genética de poblaciones predice que el haplotipo méas antiguo estd asociado

con el mayor nimero de haplotipos descendientes (Posada y Crandall, 2001).

2.8.8. Historia demografica.- La reconstruccion de la historia demografica de una
poblacion nos permite obtener informacion Gtil para interpretar diversos procesos
evolucién y genética de poblaciones (Ho y Shapiro, 2011). Existe una variedad de métodos
para estimar patrones demograficos empleando secuencias de ADN entre ellas, las pruebas
de neutralidad que fueron desarrolladas para determinar si el polimorfismo contenido en un
grupo de datos para un simple locus dentro de una especie se comporta bajo lo esperado
por la Teoria neutral. Estos analisis parten de la premisa de que las poblaciones han estado

en equilibrio entre mutacion y deriva genética durante un tiempo evolutivamente largo
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(Nei y Kumar, 2000). El Test de Tajima (D) fue uno de los primeros en desarrollarse y
actualmente es uno de los mas utilizados para estos tipos de analisis. Esta prueba compara
diferencias entre dos estimadores del pardametro neutral: el namero de sitios polimorficos
(S) y la diversidad nucleotidica (mw). Valores positivos y negativos en los tests de
neutralidad corresponden a desviaciones de lo esperado bajo la Teoria neutral. Con valores
significativamente positivos puede asumirse que se esta frente a procesos de seleccion
balanceadora y también puede indicar presencia de subdivisién poblacional. Valores
significativamente negativos son consistentes con procesos de barridas selectivas, cuellos
de botellas y/o expansiones poblacionales recientes (Hartl, 1999). Si las poblaciones sufren
fuertes expansiones demogréaficas dejan de estar en equilibrio entre mutacion y deriva
génica, y los indices de estas pruebas de neutralidad tienden a tener valores

significativamente negativos.
2.9.TECNICAS PARA LA EVALUACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA

A partir de los afios 60, el desarrollo de técnicas para estudiar la variacion a nivel
molecular abrio la posibilidad de estudiar caracteres con un control genético sencillo, tales
como la diferencia de movilidad en las proteinas; posteriormente, se ha hecho posible
estudiar, directamente la variacion en la molécula de ADN. Pero, si al estudiar la
variabilidad fenotipica, desconociamos la variacion subyacente en el genoma, al cuantificar
la variacién molecular o ignoramos el reflejo que tiene sobre el fenotipo, o sabemos que es
nulo, pues a menudo se estudian fragmentos de ADN que no se transcriben, es decir que no
codifican para ningun caracter. Existe, por lo tanto dos tipos de variacion genética: una
diversidad neutral que no se ve afectada por la seleccion natural y una diversidad

correspondiente a los caracteres con valor adpatativo.

En los caracteres neutrales, las frecuencias de las diferentes variantes son
consecuencia de procesos aleatorios o direccionales, como la migracion entre poblaciones
y la deriva génica, mientras que el mantenimiento de nuevos fenotipos surgidos por
mutacion depende de su valor selectivo. Para determinar la cantidad y distribucion de la
diversidad genética en una especie se requiere el analisis de ambos tipos de variacion, pues
la accién de distintos procesos evolutivos sobre cada tipo de caracteres hace que los

patrones de variacidn no se correspondan entre si.

La seleccion no actua de igual modo en todas las partes del genoma, mientras las

tasas de migracion son iguales para todos los genes, por lo que los marcadores neutrales no

30



predicen necesariamente los patrones de variariacion de los rasgos sujetos a seleccion
diferencial (Karhu et al., 1996).

La evaluacion de la diversidad genética neutral se realiza mediante marcadores
moleculares; existen distintos tipos de técnicas que ofrecen diferentes tipos de informacion
segun las caracteristicas de la molecula o fragmento de la molécula analizada. Lo més
comun es detectar diferencias de tamafio; apartir de las frecuencias con que aparece cada
una de las distintas variantes (alelos) se calculan diversos pardmetros que nos dan la
medida de la diversidad neutral permitiendo comparar entre especies. A partir de estas
relaciones también es posible establecer relaciones filogenéticas o analizar que procesos
estan ocurriendo en las poblaciones como: migracion, deriva genetica, cuellos de botella,

etc.

Un marcador molecular de ADN es un fragmento de ADN cuya transmision de una
generacion a otra es posible seguir (Griffiths et al., 2007), se caracterizan por tener una
localizacion cromosdmica fija y poder presentar diferentes variantes o alelos que
determinan su elevado polimorfismo. Se han convertido en la herramienta méas utilizada
para estudios filogenéticos, analisis de variabilidad genética en poblaciones,
establecimiento de mapas gendmicos (Klug, 2005). El estudio de un conjunto de
marcadores moleculares, nos permite a partir del calculo de frecuencias alélicas,
caracterizar genéticamente a una poblacidn, estudiar su diversidad genética y su parecido a

otras poblaciones.
2.10. MARCADORES MOLECULARES: ADN MITOCONDRIAL (ADNmt)

Los marcadores moleculares, son herramientas para generar datos a partir de uno o
mas genomas (Freelan, 2005) se usan para localizar y aislar genes de interés; actualmente
existen técnicas moleculares que nos permiten conocer cdmo se encuentran las
proporciones de genes en las poblaciones naturales de manera directa con estudios de
ADN, los diferentes tipos de marcadores se distinguen por su capacidad de detectar
polimorfismos en loci Unicos o multiples y son de tipo dominantes o co dominantes
(Simpson, 1997); los marcadores co dominantes permiten identificar todos los alelos que
estan presentes en un determinado lugar, mientras los marcadores dominantes revelaran un

solo alelo dominante.
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Para Freelan (2005), ademas de los factores practicos a considerar para la eleccion de
un marcador molecular, como la experiencia en su uso y el aspecto econémico; es
necesario tener en cuenta el nivel esperado de variabilidad del marcador, es decir los
marcadores que permiten diferenciar organismos estrechamente relacionados tendra que
ser muy variable, mientras que las relaciones entre los taxones mas alejados pueden ser

resueltos por marcadores menos variables.

Entre las caracteristicas moleculares que hacen especial al ADNmt estan que es una
molécula circular covalentemente cerrada, de tamafio pequefio (ca 16-20 Kb), conformada
por un total de 37 genes (13 ARN mensajeros, 2 ARN ribosomales y 22 ARN de
transferencia) codifica para 13 proteinas subunidades 6 — 8 de la Fy Atpasa (atp6 — atp8),
citocromo c¢ oxidasa (Cox1 — Cox3) posee un fragmento pequefio, el D-loop, que controla
la replicacion y transcripcion en la molécula, tiene una tasa alta de sustitucion y

polimorfismo en muchos taxones (Lunt et al., 1998).

125 rRNA

165 rRNA

mTERM
LIVUR) NDS
ND1

M

ND2

AT Pasef

Figura 1. Representacion esquematica del ADN mitocondrial. ND genes
codificantes de subunidades proteicas del Complejo I; CO: genes codificantes de

Subunidades del Complejo 1V; ATPasas 6 y 8 genes codificantes de estas subunidades del
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Complejo V: ARNr 12S y 16S genes codificantes de los ARN ribosomales mitocondriales.
Los genes codificantes de los ARNt se encuentran representados con el cddigo estandar. D-
loop: bucle-D; regién no codificante de ADNmt. Py y P.: promotores de transcripcion de
las cadenas pesadas (H) y ligera (L). Oy y Oy: origenes de replicacién de las cadenas
pesada y ligera. Las flechas indican el sentido de la replicacion y de la transcripcion de
ambas cadenas (Smeitink et al., 2001).

El genoma mitocondrial ADNmt posee caracteristicas que lo hace Util para estudios

evolutivos, entre las cuales podemos mencionar segun Avise et al., 1987:

- Es una molécula que se encuentra ampliamente distribuida en el &rbol evolutivo lo
que permite hacer estudios comparativos dentro de una vasta gama de organismos.

- Esuna molécula facil de aislar y se presenta maltiples copias por celulas.

- Presentan un modo de trasmision genética matrilineal, es decir solo se hereda via
materna sin recombinacion u otro reordenamiento genetico.

- Presenta una estructura genética simple: Ausencia de ADN repetitivo, elementos
transponibles, pseudogenes e intrones.

- Posee alta tasa de evolucion (sustitucion) a nivel de secuencias de nucledtidos, es
entre una a diez veces mayor que cualquier copia simple del ADN nuclear (Brown
et al., 1979; Vawter y Brown, 1986).

Los genomas mitocondriales contienen genes que codifican RNAs ribosomales,
RNAs de transferencia (tRNA) (Salinas et al., 2008), proteinas de los distintos complejos
enzimaticos de la cadena respiratoria y ocasionalmente algunas proteinas ribosomales
(Burger et al., 2003). No obstante, a pesar de que la informacion contenida en el genoma
mitocondrial estd conservada entre los eucariontes, se caracteriza por una gran diversidad
en estructura, tamafio, contenido de genes y organizacion en los distintos organismos

eucariontes (Gray et al., 1999; Burger et al., 2003).

Existen genomas mitocondriales que presentan un patron de organizacion similar al
de su ancestro bacteriano: en su mayoria son codificantes, practicamente no contienen
intrones; contienen genes que codifican todos los tRNA necesarios y tienen un uso de
codones universal (Gray et al., 1999). Algunos ejemplos de este tipo de genomas
mitocondriales son los de animales, hongos y plantas (Gray et al., 1999). Sin embargo, hay
genomas mitocondriales que muestran un patron distinto al de su ancestro bacteriano:

presentan una notable reduccion en el contenido de genes, exhiben genes que codifican
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rRNA fragmentados y dispersos; y tienen un uso de codones no universal. Tal es el caso de
los genomas mitocondriales de algunas algas verdes.

2.11. MARCADORES MOLECULARES EN MACROALGAS

El genoma mitocondrial ha sido utilizado ampliamente en estudios de evolucién por
ser heredado de manera uniparental, por contener una copia Unica de genes ort6logos y por
tener una alta tasa de mutacion, utilizada para definir la distancia genética entre
organismos cercanamente relacionados y asi establecer sus relaciones filogenéticas (Brown
et al., 1979; Avise, 2000; Barr et al., 2005). Tales estudios han sido facilitados por el
desarrollo de una PCR basada en marcadores citoplasmaticos, por ejemplo en plantas
(Taberlet et al., 1991; Duminil et al., 2002) y animales (Kocher et al., 1989; Folmer et al.,
1994).

En algas pardas particularmente, debido a pocos estudios en sus relaciones evolutivas
y a la baja resolucion intraespecifica del plastidio espaciador intergénico RuBisCo (Stache-
Crain et al., 1997; Yoon y Boo, 1999; Kraan y Guiry, 2000; Kraan et al., 2001)
probablemente ha contribuido a la escasa generacion de estudios filogeograficos de este
grupo, en comparacion con las algas verdes y rojas (Wattier et al., 2001; Wattier y
Maggs, 2001; Gabrielson et al., 2002; Zuccarello y West, 2002; Meusnier et al., 2004;
Provan et al., 2005; Zuccarello et al., 2005). Aunque los primers de ADN mitocondrial y
plastidios han estado disponibles para ambos grupos de algas verdes y rojas (Zuccarello et
al., 1999; Provan et al., 2004), ellos no son transferibles para algas pardas debido a que
constituyen los tres mayores grupos de macroalgas con un linaje evolutivo por separado y

con diferentes vias endosimbidticas (Bhattacharya et al., 2003).

En Phaeophyceae la existencia de una variedad de marcadores mitocondriales ha
estado generalmente limitado para conservar las regiones codificantes usados para ordenes
filogenéticos superiores (Ehara et al., 1999; Lane et al., 2006; Oudot-Le Secq et al., 2006)
en la deteccion de hibridacion interespecifica (Coyer et al., 20023, b) y mas recientemente
para estudios filogeogréaficos (Muraoka y Saitho, 2005; Uwai et al., 2006a). Sin embargo,
para los bajos niveles taxondmicos y estudios poblacionales, presumiblemente neutrales
con regiones no codificantes, tales como intrones o espaciadores intergénicos, son usados
preferiblemente para evitar confundir los efectos de la seleccibn los cuales son
particularmente problematicos en los estudios filogeograficos donde los patrones del flujo

de genes pueden ser inferidos por la genealogia de los genes.
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Por otra parte estas regiones son mas facilmente variables (Gielly y Taberlet, 1994)
haciéndolos marcadores mas eficientes. Por ejemplo, regiones de espaciadores intergénicos
de DNA cloroplastico han probado ser herramientas extremadamente importantes en el
analisis filogenético de grupos de plantas vasculares, particularmente a bajos niveles
taxonomicos (Kelchner, 2000). Hasta la fecha, de cinco genomas mitocondriales completos
de algas pardas (Oudot-Le Seqc et al., 2002, 2006), solo uno posee intrones Pylaiella
littoralis (Ectocarpales).

Por otra parte, aunque el genoma mitocondrial de algas pardas es generalmente muy
compacto, los espaciadores intergénicos estan presentes del 3 al 7% de las secuencias en su
genoma total (Outdot-Le Seqc et al., 2002, 2006). Sin embargo esas regiones espaciadoras
han sido sub utilizadas y han sido solamente empleadas para cuatro estudios: (1)
identificacion de taxones en Ectocarpus (Peters et al., 2004), (2) filogenia intragenérica en
Fucus (Coyer et al., 2006), (3) analisis filogeograficos y (4) diversidad genética de Fucus
serratus en Europa (Hoarau et al., 2007) y el alga invasiva Undaria pinnatifida (\Voisin et
al., 2005; Uwai et al., 2006b).

Engel et al., 2008 desarrollaron marcadores mitocondriales universales basados en la
PCR vy evaluaron su utilidad para estudios de filogeografia y a bajo nivel de filogenias para
un amplio grupo de algas pardas, mediante la comparacion de dos secuencias del genoma
mitocondrial completo de Laminaria digitata y Pylaiella litoralis (Oudot-Le Secq et al.,
2002). Probaron ocho loci, siete regiones intergénicas espaciadoras y una repeticion
mononucleotidica dentro de una region de codificacion de interés, en doce especies
ecoldégicamente importantes de algas pardas. Este conjunto de especies que cubren los
niveles de familia, especies y poblacion se utilizo para evaluar las regiones conservadas en

los niveles taxondmicos, asi como para evaluar la utilidad de los marcadores polimérficos.

Los datos de secuencias de ADN son comunmente utilizados para contestar
preguntas relacionadas a los kelps. En Phaeophyceae, la secuencias 18S rDNA son
utilizados para responder relaciones entre los 6rdenes (Tan y Druehl, 1996) pero también
son utilizadas para distinguir relaciones entre Alariaceae, Laminariaceae y Lessoniaceae
(Druehl y Saunders, 1992). En contraste la filogenia entre las especies de Alariaceae,
Laminariaceae y Lessoniaceae usan el espaciador transcrito interno (ITS) 3’18S y la
secuencia 1-5.8S diferenciada de la filogenia clasica basada en la morfologia y provee

nueva informacion dentro de las relaciones taxondémicas (Saunders y Druehl, 1993).
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2.12. ESTUDIOS GENETICOS CON MARCADORES MOLECULARES EN
MACROCYSTIS

El uso de un gen mitocondrial, el citocromo ¢ oxidasa subunidad I (COI) como un
marcador estandar se ha sugerido Gtil para la identificacion de especies de macroalgas, tal
es el caso por ejemplo de Saunders, 2005 utiliz6 este marcador mitocondrial para la
identificacion de macroalgas rojas. Robba et al., 2006 usé6 COI para DNA Barcoding en
seis drdenes de algas rojas demostrando que el gen (COI 1) es un Gtil marcador para la
identificacion de especies. Lane et al., 2007, identifico especies del género Alaria
Grenville usando la region final 5’ del citocromo ¢ oxidasa (COI-5). El gen COI es una
pieza relativamente corta de ADN que puede ser facilmente amplificado y secuenciado con
un juego de cebadores (Robba et al., 2006) tiene la ventaja de ser una herramienta
molecular de identificacion especifica en los casos donde la identificacion es ambigua
(Kucera y Saunders, 2008).

Macaya y Zuccarello (2010b) reportaron en el estudio de la estructura geneética de
Macrocystis pyrifera a lo largo del Pacifico Suroriental (SEP), cinco haplotipos entre los
individuos recolectados en 4.800 Km de costa, con una diversidad de haplotipos baja y una
genealogia poco profunda en comparacion con otras especies de macroalgas. Esta
investigacion concluyo que la baja diversidad genética en el norte de Chile pudo estar
relacionada con acontecimientos contemporaneos, como por ejemplo: El Nifio Oscilacion
del Sur (ENOS), mientras que en el Sur de Chile la distribucion de haplotipos pudo reflejar

el efecto de los acontecimientos histéricos como el Ultimo Méaximo Glacial (LGM).

Ademas se compararon los datos de SEP con muestras de algunas de las islas Sub
Antarticas y Nueva Zelanda, asi como en Per(. Los resultados mostraron haplotipos
compartidos entre algunas de las Islas Sub antarticas y el centro sur de Chile, lo que
sugiere una colonizacidn reciente de la region sub antartica. En los estudios realizados en
Per(, en la localidad de Paracas, se presento el mismo haplotipo que en la zona central de
Chile; mientras que en Atico, se encontrdé dos haplotipos restringidos a ese sitio (Macaya y
Zuccarello, 2010b).

Los valores de divergencia entre los ecotipos de Macrocystis son mucho menores
que la variacion interespecifica empleando marcadores como COI, detectado en las algas
del género Alaria (Lane et al., 2007). Estudios moleculares anteriores realizados en

Macrocystis también mostraron una baja diversidad genética. Utilizando el ADN del
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cloroplasto. Yoon et al. (2001) report6 baja divergencia genética entre los tres ecomorfos
de Macrocystis recogidos en California y Argentina.

Utilizando regiones del ITS1 ITS2, Coyer et al. (2001) no establecieron diferencias
entre M. pyrifera y M. integrifolia del hemisferio norte y las muestras del hemisferio sur
mostraron un valor de divergencia bajo. Sin embargo, los resultados obtenidos por Macaya
y Zuccarello (2010b), evidenciaron haplotipos Gnicos y mayor variabilidad en la costa del
Per. En este contexto, se considerd necesario efectuar investigaciones con un mayor
namero de localidades de muestreo en la costa peruana, Unico lugar encontrado hasta hoy

con mas de un haplotipo.

A pesar de los avances desarrollados en el estudio de Macrocystis a nivel mundial,
quedan muchas preguntas sobre la historia evolutiva de esta macroalga. Mas importante
aun es conocer: ;cOmo puede esta especie Unica, distribuida en casi todo el mundo,
mantener el flujo de genes en todo su rango? sin embargo, a escala regional presentan
uniformidad geografica relativamente alta de estructuras aparentemente tan importantes
como las frondas y la morfologia del disco adhesivo, es decir, ecotipos o formas. A pesar
del flujo de genes aparentemente alto y la plasticidad morfoldgica, las distintas formas
pueden dominar los diferentes habitats a menudo adyacentes unos a otros, por ejemplo, la
presencia de M. integrifolia en aguas poco profundas frente a M. pyrifera en aguas
profundas. (Graham et al., 2007).
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I11. MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1. AREA DE ESTUDIO

La seleccion de las cuatro localidades de muestreos en la zona centro - sur a lo largo
de la costa del Peru fueron en los Departamentos de: Lima (Callao), Ica (Punta San
Juanito, Los Bancos y Bahia Independencia) y Arequipa (La Planchada). Anexo 1.

El Distrito del Callao perteneciente a la Provincia del Callao, ubicada en el
Departamento de Lima, perteneciente a la Region de Lima. Limita por el norte con el
Distrito de Ventanilla, al este con la provincia de Lima y el Distrito de Carmen de La
Legua — Reynoso, al sur del Distrito de Bellavista y el Distrito de la Perla al oeste limita
con el Oceano Pacifico y comprende también el Distrito de la Punta.

El Distrito de Marcona perteneciente a la Provincia de Nazca, ubicada en el
Departamento de Ica, perteneciente a la Region Ica. Limita por el norte con el Distrito de
Nazca, por el sur con la Provincia de Caraveli (Arequipa), por el este con la Provincia de
Lucanas (Ayacucho) y por el oeste con el Océano Pacifico; se encuentran las localidades
de: Bahia San Nicolas, Los bancos y Punta San Juanito. Esta zona esta influenciada por el
Sistema de Corrientes Peruanas o Sistema de la Corriente de Humboldt (SCH), de aguas
frias provenientes del sur, que abarca desde los 4° latitud sur, hasta Chile; siendo Marcona
uno de los principales lugares de afloramiento en el mundo (IMARPE, 2010). En el litoral
de la Provincia de Pisco del mismo Departamento, se encuentra la Bahia de la
Independencia ubicada dentro de los limites de la Reserva Nacional de Paracas; en donde
se hallan las localidades utilizadas para el muestreo: Isla La Vieja, Isla Santa Rosita y Pan

de AzUcar.

En el Distrito de Camanéa que forma parte de la provincia de Camana se encuentra la
Caleta del Inca en la zona de la Planchada del Departamento de Arequipa; limita por el
norte con las Provincias de Condesuyos, Castilla y Caylloma; al este con la provincia de
Arequipa y la Provincia de Islay, al sur con el Océano Pacifico y al oeste con la Provincia

de Caraveli. Anexo 2.
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3.1.1. SITIOS DE MUESTREO Y COLECTA

En el Departamento de Lima, se realiz6 un muestreo submareal en una estacion

localizada en la Isla San Lorenzo, Callao. En el Departamento de Ica, se realizaron

muestreos en tres estaciones ubicadas en la zona intermareal. Dichas estaciones estuvieron

en: Bahia San Nicolas, Los Bancos y Punta San Juanito. Posteriormente, se realizaron
muestreos en Bahia Independencia en tres localidades: Isla La Vieja, Isla Santa Rosita y

Pan de Azucar. Se utilizd para cada estacion una embarcacion, las cuales contaron con un

buzo para muestreos submareales. En el Departamento de Arequipa, el muestreo submareal

se efectud en una estacion localizada en Caleta del Inca en la zona de la Planchada. Anexo

3. Se muestra la ubicacién geogréafica con los sitios de muestreo y detalles de colecta

(Cuadrol). Las distancias lineales recorridas en kilometros entre las localidades de

muestreos, se hallan registradas en el Cuadro 2.

Cuadro 1. Ubicacién geogréafica de los sitios de colecta.

Localidad Coordenadas Colector N
LS LW

Isla San S12°04"13.17 W77°13712.9” A. Gamarra 8
Lorenzo
Isla La Vieja S14°17° 15,23 W 76° 10° 38,90’ S. Guamani 11
Isla Santa S14° 18,9’ 80 W 76° 10° 30,80’ S. Guamani 5
Rosita
Pan de AzUcar S 14° 18’ 52,80 W 76° 10° 1,96 S. Guamani 8
Bahia San S15°13°58.1” W 75° 13" 18.5” E. Salavarria 7
Nicolas
Los Bancos S 15° 14 59.0” W 75° 13’ 18.4” E. Salavarria 5
Punta San S15° 14" 43.2” W 75°15731.9” E. Salavarria 8
Juanito
Caleta del Inca S16°30°51.61” W 72° 58" 40.33” U. Zanabria 4

Valores de coordenadas LS: Latitud Sur, LW: Latitud Oeste, nombre del colector/a y N= nimero de

muestras.
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Cuadro 2. Distancia lineal en kildbmetros entre los sitios de colecta

l.S. l. La l. Sta. I.Pande BahiaSs. Los Pta.S. C. del
Lorenzo Vieja Rosita  Azucar Nicolds Bancos Juanito  Inca
I.S. X 294,14 317,46 292,37 254,92 254,19 440,36 672,10
Lorenzo
l.La 294,14 X 1,97 3,21 133,63 144,63 144,78 406,87
Vieja
l. Sta. 317,46 1,97 X 1,63 126,25 151,49 142,81 414,41
Rosita
I.Pande 292,37 3,21 1,63 X 124,99 162,28 141,68 392,89
AzUcar
Bahia S. 254,92 133,63 126,25 124,99 X 1,89 4,22 443,72
Nicolas
Los 254,19 144,63 151,49 162,28 1,89 X 3,99 273,66
Bancos
Pta. S. 440,36 144,78 142,81 141,68 4,22 3,99 X 265,05
Juanito
C. del 672,10 406,87 414,41 392,89 443,72 273,66 265,05 X
Inca

Se realizé una codificacion que correspondié al ecomorfo y localidades muestreadas:
Mp |_atp8 = Macrocystis pyrifera, Isla San Lorenzo, Callao; Mp v_atp8= Macrocystis
pyrifera, Isla La Vieja, Bahia Independencia; Mi r_apt8= Macrocystis integrifolia, Isla
Santa Rosita, Bahia Independencia; Mi z_atp8= Macrocystis integrifolia, Isla Pan de
Azucar, Bahia Independencia; Mp p_atp8= Macrocystis pyrifera, Bahia San Nicolas
(PSW), San Juan de Marcona; Mp b_atp8= Macrocystis pyrifera, Los Bancos, San Juan de
Marcona; Mi s_atp8= Macrocystis integrifolia, Punta San Juanito, San Juan de Marcona;

Mi ¢_atp8= Macrocystis integrifolia, Isla Caleta del Inca, Ocofia. Anexo 4.

3.1.2.CONSERVACION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras de Macrocystis se identificaron de acuerdo a sus caracteristicas
morfoldgicas principalmente sobre la base de la morfologia del disco adhesivo y frondas.
Anexo 5. La colecta se realizd en la superficie de las frondas por lo menos a un metro
alejado de la region de crecimiento apical y evitando los esporofitos reproductivos
cercanos a la base del individuo, colectando muestras de frondas en buenas condiciones
(2 cm?) sin epifitas o epibiontes. Los individuos fueron colectados al azar y siguiendo el

protocolo de muestreo (Macaya, 2010c¢) Anexo 6.
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El muestreo no fue destructivo, ya que no afecto la sobrevivencia y la reproduccion
de la macroalga tratandose de muestras de tejido pequefas y alejadas de las estructuras
reproductivas. Ademas, no hubo efecto de la recoleccion sobre el medio ambiente,
acatando de esta manera el principio bioético que prohibe alterar el equilibrio de un
ecosistema (FAO, 2004). Luego de su recoleccién, las muestras se limpiaron con agua de
mar y se las preservo con silica gel en bolsas rotuladas, fueron trasladas a Lima y enviadas
a la Universidad de Concepcidn (Chile) para los analisis de extraccién del ADN y PCR.

3.2. ANALISIS DE LABORATORIO

Se procedid al analisis de extraccion del ADN, realizando la lisis celular mediante la
trituracion mecanica con el Mixer Mill MM200, equipo que pulveriza en pocos minutos
muestras de tamafio equivalente a 6mm en particulas de 10um, posteriormente se aplico el
protocolo de extraccion CTAB modificado por Zuccarello y Lokhorst (2005). Anexo 7,
una vez extraido el ADN se midié la pureza de sus concentraciones mediante el
espectrofotometro Nanodrop (ND1000) a partir de muestras de 2ul, las lecturas registradas
se observan en el Anexo 8. Para el analisis de amplificacion del ADN, se utiliz6 un master
mix cuya descripcion se detalla en el Anexo 9. Ambos procedimientos de analisis,
extraccion y amplificacion, se realizaron en el Laboratorio de Biotecnologia y Gendmica
Acuicola del Centro de Biotecnologia de la Universidad de Concepcion — Chile. Los
andlisis de secuenciacion fueron enviados a los laboratorios de Macrogen en Corea del Sur.
Finalmente, las secuencias obtenidas fueron procesadas en Lima - Peru mediante analisis

bioinformaticos.

3.2.1.EXTRACCION DE ADN

Se utiliz6 el método de extraccion CTAB (Bromuro de Cetil Trimetil Amonio)

descrito por Zuccarello y Lokhorst, 2005. A continuacion se describe el procedimiento:

- Se obtuvo de 4 a 10 gr. de tejido algal y en tubos eppendorf se agregé 500 pl de
buffer CTAB (3% m/V CTAB, 1% de polyvinylpyrrolidone PVP, 1.4 M NacCl,
20mM EDTA, pH 8.0, 100mM Tris HCI pH 8.0) y se homogenizo;

- Las muestras fueron incubadas por 2 horas o toda la noche a 60°C;
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- Bajo campana, se adiciond 500 pl de 24:1 cloroformo: alcohol isoamilico se
mezcld vigorosamente y luego los tubos fueron centrifugados durante 5 min a
11.000 rpm.

- Bajo campana, la fase acuosa, aproximadamente 500 pl, fue colectada en un tubo
eppendorf y el restante se descartd, se agregé 500 ul de 24:1 cloroformo: alcohol
isoamilico se mezcl6 vigorosamente y luego los tubos fueron centrifugados durante
5mina 11.000 rpm.

- Bajo campana se recatd el sobrenadante, aproximadamente 450 pl en tubos
eppendorf y se agregé 450 pl de isopropanol al 100%, se mezclé y dej6 a
temperatura ambiente por 20 a 30 minutos, se centrifug6 los tubos a 14000rpm por
20 min a 4°C;

- Con cuidado se descarto el sobrenadante y se observo el pellet;

- Se adicion6 500 pl de etanol al 70%, se mezclo y centrifugd a 14000 rpm por 5 min
a4°C

- Se elimino el liquido y se dejo secar los tubos boca abajo por 1 hora;

- Se adicion6 100 pl de buffer TE 0.1X (10mM Tris HCI pH 8.0, 0.1 mM EDTA pH
8.0) y se dejo a 50°C por 5 min.

- Se medié la concentracion y pureza de ADN con espectrofotometro Nanodrop
(ND1000) para determinar la relacion A260/280 y A260/230.

3.2.2.REACCION EN CADENA POLIMERASA (PCR)

La regidn del atp8-S se amplificd utilizando los partidores atp8- trnS-F y atp8-trnS-
R (Voisin et al. 2005).

Los primers desarrollados por Voisin et al., 2005:
ATP8F 5’- TAGCAAACCAAGGCTTTCAAC-3’
ATP8R 5’-TGTACGTTTCATATTACCTTCTTTAGC-3’

La region del COIl se amplificd utilizando los primers o partidores GAZF2 y
GAZR2 (Lane et al. 2007).

Se utilizaron los primers desarrollados por Lane et al., 2007:
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GAZF2 5’- CCAACCAYAAAGATATWGGTAC-3’
GAZR2 5’- GGATGACCAAARAACCAAAA-3’

Las amplificaciones de PCR se realizaron con un termociclador de gradiente de
temperatura, teniendo en cuenta una reaccion de 30ul volumen que consta de amortiguador
1X (New England Biolabs, Beverly, MA, EE.UU.), 25 mMdNTPs, 2,5 mM MgCly,
0,025% de BSA, 10 nM de cada partidor y 1 U de Taq polimerasa (New England Biolabs),
mas 1,5 ul de ADN. El ciclo de PCR tuvo un paso de desnaturalizacion a 95 ° C durante 5
min, seguido por 5 ciclos de 30sa 95 ° C, 30 sa 60 ° C reduce en 1 ° C cada ciclo, y45s a
72 ° C, seguido por 30 ciclos de 95 ° C durante 30 s, 55 ° C durante 30 s, y 72 ° C durante
45 s con un periodo de extension final de 10 minutos a 72 ° C. Se us6 un marcador de
tamafo molecular, para verificar el tamafio del fragmento amplificado. Los productos PCR
fueron purificados con ExoSAP-IT (USB, Cleveland, OH, EE.UU.) y posteriormente

enviados para ser secuenciados a los laboratorios de Macrogen Inc., Seul, en Corea del Sur.

3.2.3. SECUENCIAMIENTO DEL ADN

Los productos de la PCR que presentaron un grado de alta pureza en la relacion
A260/280 fueron aquellas lecturas registradas en el rango de 1.8 — 2 (Liang et al., 2009).
En la relacion A260/230 los valores que se encontraban en el rango de 2 — 2.4 se
consideraron con un grado de alta pureza; para ambos casos fueron seleccionadas las

muestras para ser enviadas a secuenciar.

El ADN amplificado fue transferido en microtubos de 1.5pl, sellados y rotulados.
El Producto de PCR con un volumen minimo de 20ul fue enviado a los laboratorios de
Macrogen Seul en Corea del Sur, donde se efectud la purificacion del amplificado. Las
reacciones de secuenciamiento fueron realizadas mediante una secuenciacién a gran escala

desarrollada por “Applied Biosystems” en un secuenciador modelo 3730XL.

3.3.  ANALISIS BIOINFORMATICO
Se realizo el andlisis bioinformatico de 57 secuencias con el marcador mitocondrial
atp8-S, obtenidas de las poblaciones de Macrocystis pyrifera y M. integrifolia. Con el

marcador COI se analizaron 15 secuencias.
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3.3.1. EDICION Y ALINEAMIENTO MULTIPLE DE SECUENCIAS

Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa BIOEDIT (Hall, 1999). Se
obtuvo las secuencias para ambas hebras de ADN en cada individuo, una perteneciente a la
hebra molde (F) y la otra complementaria (R).

Se procedi6 al ensamblaje de ambas secuencias generandose un “contig” o secuencia
consenso. El ensamblaje se realizé mediante el software CAP3 (Huang y Madan, 1999). La

secuencia consenso obtenida fue guardada en un archivo de texto simple en formato Fasta.

Al conjunto de secuencias de Macrocystis pyrifera y M. integrifolia procedentes de
las localidades muestreadas en el centro y sur del Per(, se les sumé las secuencias de
Macrocystis pyrifera reportadas por Macaya y Zuccarello, 2010b muestreadas en siete
localidades a lo largo del Sudeste en las costas del Pacifico que incluian las secuencias de
Atico y Paracas (Pert). Las secuencias a utilizar fueron cargadas en el software Clustal W
del programa BIOEDIT (Hall, 1999) donde se realizo el alineamiento multiple y se
calculd el nimero de haplotipos diferentes.

El alineamiento multiple consisti6 en la comparacidn de varias secuencias

permitiendo encontrar sitios homélogos, analisis de importancia para la investigacion.

3.3.2. CARACTERIZACION DE SECUENCIAS

Cada secuencia fue comparada con la base de datos del GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) por medio de la herramienta Blast del NCBI

(National Center for Biotechonology Information), esta busqueda permitio comparar la

similitud entre las secuencias obtenidas y las almacenadas en la base de datos.

3.3.3. DIVERSIDAD GENETICA

Los haplotipos fueron encontrados utilizando el programa DNAsp v. 5.1 (Rozas y
Rozas 1995) y Arlequin v. 3.1. (Excoffier et al., 2005). Los estadisticos resumen se
calcularon con DNASsp, estos valores permiten tener una idea de la diversidad genética en

las secuencias, asi como de los parametros de crecimiento poblacional:

44


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Numero de sitios polimérficos (S) definido como el nimero de posiciones
nucleotidicas de las secuencias analizadas que presenta mas de una variante. Se pueden

clasificar en dos grupos:

a) Transiciones.- Cambio de bases Pdricas o Pirimidinicas entre si.
b) Transversiones.- Se produce un cambio de una base Purica por una Pirimidinica

0 viceversa.

Numero de haplotipos (h) es el nimero de secuencias distintas identificadas en el
total de las muestras analizadas.

La diversidad haplotipica (He), nimero de sitios que son diferentes entre secuencias
(Nei, 1987). La diversidad nucleotidica (m) es el nimero promedio de diferencias por sitios

entre secuencias tomadas a pares, esta definida como:
= k/m

Donde m es el namero total de posicion de los nucle6tidos (incluyendo posiciones
monomorficas, pero excluyendo sitios gaps) y k es el namero de diferencias de

nucleotidos.

La distancia genética entre poblaciones fue calculada con el programa Arlequin.

3.3.4. REDES DE HAPLOTIPOS (NETWORKS)

La mejor forma de expresar la multitud de los posibles arboles resultantes a la hora
de reconstruir filogenias de datos intraespecificos, como la variacion de ADN
mitocondrial, es una red que muestre las posibles vias evolutivas en forma de ciclos
(Bandelt et al., 1999).

El analisis de filogenia intraespecifica utilizando “networks” o redes de haplotipos,
fue realizado con el programa NETWORK (Bandelt et al., 1999) con el algoritmo “median

joining” para las secuencias del gen mitocondrial atp8-S y COIl obtenidas en Macrocystis.

El median joining network, es un tipo de representacion grafica que construye redes
de datos de poblaciones libres de recombinaciones mediante la conjuncion de las
caracteristicas del algoritmo de Kruskal (1956) para encontrar “minimun spanning trees”

combinando todos los haplotipos dentro de una sola red, a la que simultdneamente se le
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afiaden secuencias consensos de tres secuencias mutuamente cercanas con un criterio de
parsimonia que constituyen los vectores medios; estos representan posiciones intermedias
que biolégicamente se pueden interpretar como secuencias existentes no muestreadas o

COmo secuencias ancestrales extintas.
3.3.5. HISTORIA DEMOGRAFICA

Se estimo el numero de sitios polimérficos (S) y los valores de diferencia a pares (k)
para tener una idea de los pardmetros de crecimiento poblacional. Se realizd un analisis
mediante pruebas de neutralidad usando los estadisticos D de Tajima (1989) y Fs de Fu
(1997) utilizando el programa Arlequin v 3.1 (Excoffier et al.,, 2005) mediante
distribuciones pareadas (mismatch distributions) utilizando el programa DNAsp v. 5.1
(Rozas y Rozas 1995), para evaluar si existio una expansion demografica subita en las

poblaciones (Rogers y Harpending, 1992).

3.3.6. DISTANCIA GENETICA

Permite estimar cuantitativamente la divergencia genética entre pares de secuencias
de una taxa (Avise, 2004). Las distancias genéticas entre y dentro de las poblaciones se
estimaron mediante el programa MEGA v.4.0 (Tamura et al., 2007) utilizando la

proporcion de sitios variables entre secuencias (p-distance) Nei y Kumar, 2000.
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IV.RESULTADOS

4.1. ANALISIS DEL MARCADOR MITOCONDRIAL atp8-S

4.1.1.DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS

Se obtuvieron secuencias de 57 individuos correspondientes a 32 de Macrocystis
pyrifera y 25 de M. integrifolia, colectadas en ocho localidades del centro y sur del Perd. A
este grupo de datos se le agregaron inicialmente tres secuencias reportadas: una para
Paracas y dos para Atico, totalizando 60 secuencias con la finalidad de comparar las
poblaciones del Pert Posteriormente, en un nuevo analisis, se agregé dos secuencias
procedentes del norte y sur de Chile y dos de Nueva Zelanda e Islas subantarticas,
conformando un grupo de siete secuencias (Mpy_MEPS_atp8) reportadas por Macaya y
Zuccarello, 2010a. GenBank accesion HQ336480 a HQ336486. Totalizando 64 secuencias
para comparar las poblaciones de la costa sudeste del Pacifico (SEP).

El analisis de comparacion de las 57 secuencias obtenidas se realizo utilizando la
herramienta BLASTN del NCBI. Se verificd en todos los casos que el espaciador
intergénico amplificado fue atp8-S. Todas las secuencias de Macrocystis pyrifera y M.
integrifolia de las muestras colectadas para esta tesis, resultaron similares al miembro de la
familia de Laminariaceae, Macrocystis pyrifera. Los valores de identidad varian entre el 98

y 100 por ciento. Se presenta en el Anexo 10.

4.1.2. ALINEAMIENTO MULTIPLE DE SECUENCIAS

El alineamiento multiple de las 60 secuencias procedentes de las poblaciones del
Per( con atp8-S fue realizado con el programa ClustalX 2.0, obtuvo 133 sitios alineados,
presentando cuatro sitios variables o polimérficos (S) con igual nimero de mutaciones.
Los sitios polimorficos mostraron un ndmero de haplotipos (h) igual a cuatro con una
diversidad haplotipica de 0,575 (He). Diversidad nucleotidica (m) igual a 0,00490 y el

promedio del nimeros de diferencias por nucleétidos (k) 0,651.
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El primer polimorfismo fue generado por las secuencia de Macrocystis pyrifera
procedentes de la localidad de San Juan de Marcona en Bahia San Nicolas (Concesion
PSW) y Los Bancos. Se observa pocas mutaciones. (Figura 2)

Figura 2. Primera porcion del alineamiento multiple de secuencias con atp8-S.
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Los datos de las 64 secuencias, que incluyen las secuencias obtenidas de la costa
sudeste del Pacifico (SEP), también mostraron 132 sitios alineados, con diez sitios
polimoérficos (S) y nueve haplotipos (h). La diversidad haplotipica (He) fue 0,627;
diversidad nucleotidica (m) 0,00619 y el promedio del numero de diferencia por

nucleotidos (k) 0,817.

En el primer segmento inferior del alineamiento multiple de las 64 secuencias, se

observa varias sustituciones de bases. (Figura 3).
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Figura 3. Sitios polimorficos de la primera porcion del alineamiento mdaltiple de

secuencias con atp8-S.
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4.1.3.

DIVERSIDAD GENETICA

Para el analisis poblacional se utilizaron 57 secuencias en total, correspondientes a

32 secuencias de M. pyrifera y 25 de M. integrifolia; excluyendo los siete secuencias

Mpy_ MEPS atp8. Se obtuvo 129 sitios alineados, tres sitios variables (S). Los sitios

polimérficos mostraron cuatro haplotipos (h), con una diversidad haplotipica de 0,562

(He). Diversidad nucleotidica () 0,00480 y el promedio del nimeros de diferencias por
nucleotidos (k) 0,619.

Al realizar el analisis de la diversidad haplotipica por especies, Macrocystis pyrifera

presentd un valor mayor a M. integrifolia (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Diversidad haplotipica y nucleotidica con marcador mitocondrial atp8.

Ecomorfos N h He 14
M. pyrifera 32 4 0,528 0,00458
M. integrifolia 25 2 0,500 0,00388

Donde: N= numero de muestras, h= nimero de haplotipos, He= diversidad haplotipica,
n= diversidad nucleotidica.

En la distribucion de haplotipos por localidades y sitios muestreados (Cuadro 4), se
observa que la mayoria de haplotipos tiene una abundante distribucion en las localidades
de Bahia Independencia y San Juna de Marcona; encontrandose los haplotipos mas
frecuentes: H1 con 31 individuos (54,39%) y H4 con 22 individuos (38,60%), en ambas
localidades.

Cuadro 3. Distribucion de los haplotipos con atp8-S de Macrocystis pyrifera y M.
integrifolia en las localidades y sitios muestreados del centro y sur del Peru.

Localidad Sitio Especies Haplotipos Total
H1 H2 H3 H4
Callao Isla San Lorenzo M. pyrifera 6 1 1 8
Bahia Independencia isla La vieja M. pyrifera 11 - - - 24
Bahia Independencia  Isla Santa Rosita M. integrifolia 2 - - 3
Bahia Independencia Isla Pan de M integrifolia 2 - - 6
Azlcar
San Juan de Bahia San Nicoldés M. pyrifera - - 1 6 21
Marcona (PSW)
San Juan de Los Bancos M. pyrifera 4 - 2 -
Marcona
San Juan de Punta San Juanito M. integrifolia 6 - - 2
Marcona
Oconfa (Arequipa) Isla Caleta del M. integrifolia - - - 4 4
Inca
Total 31 1 3 22 57

50



4.1.4. REDES DE HAPLOTIPOS (NETWORKYS)

En la red de haplotipos se observa que el tamafio del circulo es proporcional a la
frecuencia de haplotipos. Los nimeros representan las posiciones mutadas en el

alineamiento.

Los haplotipos se muestran de acuerdo a los dos ecomorfos presentes en la costa
centro y sur del Perl. Se observa el haplotipo ancestral Mpyrl del que se derivan otros
haplotipos. Los colores representan los dos ecomorfos, las lineas que conectan los
haplotipos representan las mutaciones por pares de bases y las lineas cortas representan el

namero de sustituciones entre haplotipos. (Figura 4).

Figura 4. Red de haplotipos para localidades de Pertd con marcador mitocondrial
atp8-S
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Figura 5. Mapa del Pert: Mostrando los haplotipos y la localizacién de los sitios de
colecta.
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Los haplotipos se muestran de acuerdo a su origen geografico, se observan haplotipos

compartidos entre los sitios de muestreo; evidenciado la dispersion de los mismos entre las

poblaciones muestreadas. Los colores representan los ecomorfos.
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Figura 6. Red de haplotipos para las localidades de la costa sureste del Pacifico y

centro sur del Per, con el marcador mitocondrial atp8-S.
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Se observa el haplotipo uno (H1) central. Los haplotipos estdn sombreados de
acuerdo al origen geografico. Los haplotipos a lo largo de la costa sureste del Pacifico
(SEP) reportados por Macaya y Zuccarello (2010a) corresponden a: San Marcos a
Algarrobo, norte y centro de Chile; Matanzas a Cucao, centro y sur de Chile; Metri a Punta
Arenas, sur de Chile; Atico y Paracas, Perl e Islas Sub antarticas y Nueva Zelanda.
Haplotipos de la costa centro y sur de Per son procedentes de: Isla San Lorenzo, Callao;
Isla La Vieja, Bahia Independencia; Isla Santa Rosita, Bahia Independencia; Isla Pan de
Azlcar, Bahia Independencia; Bahia San Nicolas (PSW), San Juan de Marcona; Los
Bancos, San Juan de Marcona; Punta San Juanito, San Juan de Marcona; Isla Caleta del

Inca, Ocofia. Notese los haplotipos Gnicos H2 y H3 encontrados en este estudio.
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Figura 7. Mapa de la distribucién global de los haplotipos con la localizacion de los
sitios de colecta.
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Fuente: Macaya, E. (2010c) modificado

Distribucién de haplotipos de acuerdo al sitio geogréafico de los muestreos. Se observan los
haplotipos reportados para la costa sureste del Pacifico SEP y los de la costa centro y sur
del Per0 para este estudio. Notese el haplotipo ancestral H1 presente en las zonas centrales
de Chile y Per0, El haplotipo H4 presente en el sur del Per(, es compartido con los
haplotipos del norte de Chile.
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4.1.5. HISTORIA DEMOGRAFICA

Los resultados obtenidos del grupo de 57 secuencias, analizadas con el marcador
atp8-S, para la diversidad nucleotidica (7), nimero de sitios polimorficos (S) y los valores
de diferencia a pares (k). Asi como la red de haplotipos muestran la posibilidad de
expansion subita de la poblacion previa a un evento de cuello de botella (bottleneck).
Adicionalmente se realiz6 el célculo de la distribucion de diferencias a pares entre las

secuencias (mistmatch distribution).

Cuadro 5. Relacion directa entre la diversidad nucleotidica (7), nimero de
sitios polimorficos (S) y los valores de diferencia a pares (k).

Ecomorfos N h He 14 S k
M. pyrifera 32 4 0,528 0,00458 3 0,591
M. integrifolia 25 2 0,500 0,00388 1 0,500

Donde: N= numero de muestras, h= namero de haplotipos, He= diversidad haplotipica,
7= diversidad nucleotidica.

En el Cuadro 5 se incluyeron los datos de numeros de haplotipos (h) y diversidad
haplotipica (He) para comparar los estimadores calculados. Al existir un mayor valor de
diversidad (He), los demas valores en el analisis de la filogenia intraespecifica se expresan
mayores. Si analizamos las secuencias del nimero de muestras, indicada en el cuadro por
N, se observa que los valores de diversidad haplotipica (He) para ambos grupos son bajos,
si se compara con altos valores de diversidad usualmente dados, y los valores de los otros
estimadores de diversidad son también bajos indicando que existe mayor similitud entre las

secuencias de cada ecomorfo.

Se encontro bajos valores en los estadisticos de diversidad debido al bajo nimero

de sitios polimérficos al comparar las secuencias (Cuadro 6).

Cuadro 6. Relacion directa entre los estimadores de las poblaciones agrupadas
por regiones geograficas analizadas con el marcador mitocondrial atp8-S.

Regiones N h He n S k
Centro y Sur de Pert 57 4 0,562 0,00480 3 0,619
Perd 60 5 0,575 0,00490 4 0,651
Costa Sureste del Pacifico SEP 64 9 0,627 0,00619 10 0,817

Donde N= numero de muestras, h= nimero de haplotipos, He= diversidad haplotipica,
7= diversidad nucleotidica.
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Para comprobar eventos de expansion poblacional subita, se realizo los andlisis de
la filogenia intraespecifica (w, S, k) cuyos valores pueden indicar el rastro que deja estos
eventos en la estructura genética de las poblaciones. La red de haplotipos, con topologia en
estrella también sugirié un cuello de botella genético seguido de expansion poblacional.

Pruebas de Neutralidad

En el Cuadro 7 se presentan los valores de Tajima (D) y Fu (Fs). Al considerar las
secuencias por sitios geograficos, se obtuvo valores negativos no significativos en todos
los grupos pero reflejan la presencia de un posible evento de expansion poblacional.

Cuadro 7. Valores de Tajima (D) y Fu (Fs) de las poblaciones de Macrocystis
pyriferay M. integrifolia de acuerdo a la region geografica.

Regiones N D Fs
Centro y Sur del Pert 57 -0,09717  -0,39799
Peru 60 -0,52519 -121,906
Costa Sureste del Pacifico SEP 64 -1,68123  -3,63924"

Donde: N= numero de muestras, D= valores de la prueba de Tajima y
de Fs= Prueba de Fu. p<0.10 *p<0.02.
Distribucion de diferencias pareadas
A nivel de poblaciones por ecomorfos, el analisis de distribucion de diferencias por
pares de secuencias con atp8-S, sugiere una historia de expansién poblacional para
Macrocystis pyrifera y M. integrifolia reflejando una distribucion unimodal y un nimero

de diferencias pareadas (k) igual a 0,591 y 0,500 respectivamente
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Figura 8. Curvas de distribuciones pareadas o mismatch distributions del marcador
atp8-S para las poblaciones de (a) Macrocystis pyrifera y (b) M. integrifolia.
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La linea roja corresponden a la distribucion observada, mientras la linea verde a la
distribucion esperada. Las gréficas coinciden con la baja diversidad genética encontrada,
los resultados se asemejan a la hipdtesis de expansion poblacional subita seguido a un
cuello de botella genético.

Al analizar la distribucion de diferencias pareadas por sitios geogréaficos con el marcador
mitocondrial atp8-S, las poblaciones presentan una distribucién unimodal ajustandose a la
hipotesis de expansion poblacional.
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Figura 9. Curvas de distribucion a pares con atp8-S en las zonas geogréficas: a.
Centro y sur del Peru (poblaciones muestreadas para este estudio), b. Pera (incluye
las poblaciones de Atico y Paracas), c. Costa Sudeste del Pacifico SEP (poblaciones
del centro y Sur del Perq).

En la Figura 9 se muestra en el eje horizontal las diferencias a pares entre las secuencias y
en el eje vertical su frecuencia. Las lineas rojas representan la distribucién observada y la
distribucién esperada estd representada por las lineas verdes. Un mejor ajuste de la
distribucién observada a la distribucion esperada implica la posibilidad de un evento de
expansion poblacional subita seguido de un cuello de botella genético.
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Al comparar la distribucion pareada de las poblaciones correspondientes a la costa Sureste
de Pacifico, incluyendo el centro y sur del Perd, con el Gltimo méaximo glacial LGM se
observa una coincidencia de la curva presentada de la distribucion pareada
correspondiente a una expansion poblacional en 15.000 afios aproximadamente y el tiempo
estimado del ultimo periodo glacial (20.000 — 25.000 afios), donde los glaciales alcanzaron
su mayor extension, aumentando su temperatura descendiendo el nivel del hielo (Petit et
al., 1999).

041/

02

- » Variacion de la
r—---- L = = = = =00 temperatura

-2

\ L e e e = Bajo

Nivel del hielo

b |
r - ——— - mmmmm— = — - === = = = o Alto
0 50,000 100000 150,000 200,000 250000 300,000 350,000 400,000

LGM Aliles de afios

Figura 10. Comparacién de las condiciones climaticas y posible evento de expansion
subita de las poblaciones de Macrocystis pertenecientes a la Costa sudeste del Pacifico

(incluye poblaciones del centro y sur del Perq).

Se observan en la Figura 10 las condiciones climaticas estimadas hace 15.000 afios (linea
amarilla) y la dltima méaxima glaciacién (LGM) hace 20.000 afios aproximadamente (linea
azul). Modificado de Petit et al., 1999.
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4.1.6. DISTANCIA GENETICA

Los analisis de distancia genética dentro de las poblaciones de Macrocystis pyrifera
y M. integrifolia evidenciaron que existe una gran similitud de las muestras colectadas en
el centro y sur del Pert, mostrando una distancia genética de 0.008. La poblacion de Isla
San Lorenzo en Callao, mostr6 una distancia de 0.0016 con las demas localidades.

La matriz de distancia genética con el marcador mitocondrial atp8-S para las
poblaciones del centro y sur del Perd (Anexo 11), mostr6 el nimero de sustituciones por
sitio de analisis entre las secuencias. Todos los resultados estuvieron basados en el analisis
de 57 secuencias para las poblaciones del Centro y Sur del Peri y 64 para todas las
poblaciones del Pacifico Sudeste. Los analisis se realizaron con el Método Compuesto de
Likelihood. Todas las posiciones que contenian datos de gaps y missing fueron eliminados
de la base de datos. Hubo un total de 129 posiciones para las 57 secuencias y 132

posiciones para el total de las 64 secuencias.

La distancia genetica (Fst) entre M. pyrifera y M. integrifolia fue de 0,19947 mostrando

similitud entre las poblaciones.
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4.2.  ANALISIS DEL MARCADOR MITOCONDRIAL CITOCROMO C
OXIDASA SUBUNIDAD I (COl)
4.2.1.DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS

Se obtuvieron secuencias de 15 individuos correspondientes a nueve de Macrocystis
pyrifera y seis de M. integrifolia, con el marcador mitocondrial COI, colectadas en ocho
localidades del centro y sur del Per(. A este grupo de datos se le agregaron nueve
secuencias reportadas por Macaya y Zuccarello (2010b) vy registradas en el GenBank,
Accesion HM153257 a HM153265, totalizando 24 secuencias con la finalidad de comparar
las poblaciones en un amplio rango de distribucion.

El analisis de comparacion de las 15 secuencias obtenidas se realizé utilizando la
herramienta BLASTN del NCBI. Se verificd en todos los casos que la amplificacion
correspondia al marcador COIl. Todas las secuencias de Macrocystis pyrifera y M.
integrifolia, resultaron similares al miembro de la familia de Laminariaceae, Macrocystis
pyrifera y M. integrifolia, respectivamente. Los valores de identidad varian entre el 99 y
100 por ciento. Anexo12.

4.2.2. ALINEAMIENTO MULTIPLE DE SECUENCIAS

El alineamiento mdltiple de las 24 secuencias con COI resultdé en 559 sitios
alineados, observandose la presencia de 540 sitios conservados, 19 polimorfismos con
igual nimero de mutaciones. Los sitios polimorficos resultaron 17 haplotipos, con un valor
de diversidad haplotipica de 0,942. Diversidad nucleotidica (x) 0,00487 y un promedio del

namero de diferencias por nucleétidos (k) 2,725.

Las secuencias de Macrocystis pyrifera de la localidad de San Juan de Marcona en
Los Bancos y Bahia Independencia en Isla La Vieja, generaron el primer polimorfismo

entre las poblaciones muestreadas. Se observa varias mutaciones (sustituciones). Figura 11.
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Figura 11. Primera region del alineamiento multiple de secuencias con COIl.
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4.2.3.DIVERSIDAD GENETICA

Se utilizaron las 15 secuencias de las poblaciones del centro y sur del Perd. El nuevo
alineamiento de secuencias de COIl para Macrocystis pyrifera y M. integrifolia resulto en
528 sitios alineados, de los cuales 518 son sitios conservados, 10 posiciones variables. Se
encontraron 9 haplotipos, la diversidad genética (He) fue 0,876, el valor de Pi de la
diversidad nucleotidica fue 0,00335, el namero promedio de diferencia de nucleétidos (k)
fue 1,771.

La diversidad haplotipica por especies resultd mayor para Macrocystis pyrifera.
(Cuadro 8).

Cuadro 8. Diversidad haplotipica y nucleotidica con COI

Especies N H Hd n
M. pyrifera 9 7 0,944 0,00400
M. integrifolia 6 4 0,800 0,00253

Donde: N= niimero de muestras, H= numero de haplotipos, He= diversidad haplotipica, =

diversidad nucleotidica.
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En la distribucion de haplotipos por localidades y sitios de muestreo, se observa que

las localidades de Callao y San Juan de Marcona tienen la mayoria de haplotipos; siendo

los haplotipos mas frecuentes: H1 con tres individuos equivalente al 20 por ciento y H4

con cinco individuos representando el 33 por ciento. Cuadro 9.

Cuadro 9. Distribucion de los haplotipos con COIl de Macrocystis pyrifera y M.

integrifolia en las localidades y sitios muestreados del centro y sur del Peru.

Haplotipos Sub
Localidad Sitio Especies YO 1 Total
H1|H2|H3|H4|H5|H6|H7|H8|H9|total
Callao Isla San Lorenzo | M. pyrifera | 2 2 2
Bahia
Independencia | isla La vieja M. pyrifera 1 1 1 3
Bahia M. 1 1 4
Independencia | Isla Santa Rosita | integrifolia
Bahia Isla Pan de M
Independencia | AzUcar integrifolia
San Juan de | Bahia San 1 1
Marcona Nicolas (PSW) | M. pyrifera
San Juan de
Marcona Los Bancos M. pyrifera 111 1 3 9
San Juan de | Punta San M. 11113 5
Marcona Juanito integrifolia
Ocofia Isla Caleta del M.
(Arequipa) Inca integrifolia
Total 3111|5121 }1j1]|1)| 15| 15
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4.2.4.RED DE HAPLOTIPOS (NETWORKS)

Los haplotipos se observan segun los dos ecomorfos presentes en Peru. En esta
representacion, los nimeros en rojo es la posicion mutada durante el alineamiento. Se
observa un haplotipo central H4, este resultado podria obedecer a las cortas secuencias
obtenidas de la amplificacion (530). No obstante, evidencian el Gtil uso del marcador
mitocondrial COI.

Figura 12. Red de haplotipos de Macrocystis para los ecomorfos en Peru con el
marcador mitocondrial COI.

‘ Macrocystis pyrifera ‘ Macrocystis integrifolia
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Figura 13. Red de haplotipos de Macrocystis de distribucién mundial comparada con
haplotipos del centro y sur del Pera, empleando el marcador mitocondrial COl.
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En la red se observa que los haplotipos estdn sombreados de acuerdo al origen
geogréfico. Los haplotipos de distribucion mundial corresponden a: Noreste del y sudeste
del Pacifico, Australasia, Africa e Islas Subantértica y los haplotipos de la costa centro y
sur del Per( obtenidos para este estudio son: San Lorenzo, Callao; Isla La Vieja, Bahia
Independencia; Santa Rosita, Bahia Independencia; Bahia San Nicolds, San Juan de
Marcona; Los Bancos, San Juan de Marcona; Punta San Juanito, San Juan de Marcona. El
elevado numero de haplotipos (H17) podrian deberse a la calidad de las secuencias
obtenidas. No observando concordancia con los resultados reportados por Macaya y
Zuccarello, 2010b.
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V. DISCUSIONES

La estructura genética de las especies puede ser modelada por procesos climaticos,
geoldgicos y puede ser evidenciada por andlisis filogenéticos (Avise, 2000). Para la
presente Tesis se utilizO dos marcadores mitocondriales atp8-S y COIl. Se confirmo la
amplificacién y el alineamiento del segmento de genoma estudiado. La comparacién de las
secuencias atp8-S y COI con la base de datos del Genbank produjo resultados similares
con las muestras analizadas: Macrocystis pyrifera y M. integrifolia. El alineamiento
multiple presentd sitios conservados y poco polimorfismo.

El analisis de la variabilidad genética y filogenia de los haplotipos del area de
estudio, zona centro y sur del Pert, muestra que Macrocystis pyrifera y M. integrifolia son
una misma especie como fue previamente comprobado por Hooker, 1847; Skottsberg,
1907; Graham et al., 2007; Demes et al., 2009; Macaya y Zuccarello 2010b; Astorga et al.,
2012. Confirmando la presencia de una sola especie Macrocystis pyrifera. La estructura
genética de las poblaciones muestreadas de Macrocystis mostré una baja variabilidad

genética y sugieren que estos ecomorfos provienen de un antecesor en comun (Mpyr1l).

La alta plasticidad que presenta las frondas y el disco de fijacién o rizoide, por
factores abioticos como: temperatura, oleajes, corrientes y profundidad (North, 1971;
Brandt, 1923; Drhuel, 1978; Wheeler, 1980; Kain, 1982; Hurd, 1996; Clendening, 1964,
van Tiissenbroeck, 1989; Demes et al., 2009) confieren a Macrocystis pyrifera, otros
ecomorfos como el presente en la costa centro y sur del Per( representado por M.
integrifolia. Adicionalmente, Macrocystis presenta inter fertilidad dada a conocer por
Lewis et al., 1986; Lewis y Neushul, 1994, 1995; Druehl et al., 2005: Westermeier et al.,
2007 lo que le atribuye la calidad de especie monoespecifica, no concordando taxonomias

antiguamente establecidas con la evidencia molecular obtenida.

De acuerdo con los andlisis de las secuencias, empleando el marcador mitocondrial
atp8-S, las muestras presentaron baja diversidad haplotipica entre He= 0,500 — 0,800,
nucleotidica 7=0,00253 — 0,00458. La distancia genética calculada entre las poblaciones de
Macrocystis fue de 0,19947 evidenciando ninguna diferencia entre los grupos. Se observo
un alto flujo de genes, esto Gltimo en la distribucion global de los haplotipos comparados

con los haplotipos obtenidos para esta investigacién, debido a varios factores entre ellos el
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origen de Macrocystis en el hemisferio norte y su posterior colonizacion reciente al
hemisferio sur basada en estudios de ITS y COI (Coyer et al., 2001; Macaya y Zuccarello
2010b) que respaldan esta teoria. El alto flujo de genes entre las poblaciones de
Macrocystis debido a su alto potencial de dispersion (Macaya et al., 2005; Hernandez-
Carmona et al., 2006) probablemente ocurrié durante eventos historicos como las Ultima
Maxima Glaciacion (Last Glacial Maximum), que abarcé el Pleistoceno hace 20.000 afios,
cuando los tropicos estuvieron cubiertos por hielo para posterior derretimiento de los
glaciales provocando la dispersion de muchas especies (Estes y Steinberg 1988). El
analisis de distribuciones pareadas o “mistmach distributions” con atp8-S sugiere una
expansion poblacional reciente. Adicionalmente, Fraser (2009) report6 la colonizacion de
haplotipos unicos de Durvillaea antartica, una kelp con alta capacidad de flotacion, en
areas de desglaciacion en todo el océano austral. Por otra parte, eventos mas recientes
como La Nifia propician las condiciones oceanogréaficas ambientales adecuadas para la

recuperacion de las poblaciones, sucediendo lo contrario con los eventos de El Nifio.

La presencia de los ecomorfos de Macrocystis obedece a la adaptacion de este kelp a
las condiciones ambientales especificas. M. pyrifera se encuentra en aguas profundas
mientras M. integrifolia habita en zonas intermareales (Graham et al., 2007).
Consecuentemente; la estructura fisica oceanografica del Sistema de Corrientes del Peru,
en especial las corrientes costeras (0 - 20m), ofrece las condiciones adecuadas para la
presencia del ecomorfo de M. integrifolia. Tellier et al., 2009 sugieren estudios sobre la
fisiologia de las macroalgas y el rol del genoma mitocondrial en diferentes condiciones
ambientales para una mejor comprension de posibles adaptaciones a ambientes especificos.
Adicionalmente, Shibneva, et al., 2013 demostraron en Undaria pinnatifida, la presencia
de morfologias especificas producto de una adaptacion al medio ambiente y no por
condiciones genotipicas. Por otra parte, se corrobora la presencia de un haplotipo ancestral
Mpyrl de M. pyrifera con los resultados obtenidos por Macaya y Zuccarello 2010b y

haplotipos compartidos Mpyr4 en las costas del sur del Peru y norte del Chile.
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V1. CONCLUSIONES

La filogenia de los haplotipos basadas en los polimorfismos de marcador mitocondrial
atp8-S y COl, genera haplotipos méas frecuentes en las localidades de Bahia Independencia,
San Juan de Marcona y Callao.

La estructura genética actual en las poblaciones estudiadas en un area aproximada de
2500 km muestra baja diversidad, aceptandose la hipotesis planteada, encontrandose
nueve haplotipos con atp8-S, con diez mutaciones que las separa, de los cuales dos son
haplotipos comunes (H1, H4) en el analisis de las secuencias de manera global, cinco
corresponden a los haplotipos ya reportados MEPS (H5, H6, H7, H8, H9), dos son nuevos
(H2, H3) restringidos a las localidades de San Juan de Marcona y Callao; constituyéndose
en puntos de diversidad. Para el analisis de las secuencias en Sudamérica, se observa un
haplotipo ancestral (Mpyrl) y los haplotipos compartidos ya reportados (Mpyr4). Los
resultados obtenidos con COI asumen un alto numero de haplotipos, debido a la deficiente
calidad de las secuencias obtenidas. No obstante, nos permite observar la utilidad de este

marcador.

En cuanto a las relaciones filogenéticas entre las poblaciones estudiadas; eventos
histéricos (Ultimo Méaximo Glacial LGM) y recientes como La Nifia y El Nifio explican la
baja diversidad genética debido a la reciente colonizacion de Macrocystis en el hemisferio
sur, originado en el hemisferio norte (Coyer et al., 2001; Astorga et al, 2012). La alta
capacidad de dispersién de Macrocystis obedece al flujo de genes que se observa en su
amplia distribucion geografica en la zona costera centro y sur del PerQ, propiciada por el

sistema de corrientes Humboldt que origina la alta dispersidn de este género.

Al comparar las secuencias obtenidas con las secuencias de las poblaciones a nivel
mundial se observa nueve haplotipos para este estudio, hallandose el haplotipo H1 como el
ancestral y compartido con el haplotipo encontrado en la costa central de Chile,
probablemente por el sistema de corrientes superficiales hacia el Ecuador compuesto por la
Corriente Costera Peruana (CCP) que transporta aguas de origen subantartico y propicia las
condiciones ambientales adecuadas para la propagacion de Macrocystis sumado a su
elevada capacidad de dispersion. La presencia del ecomorfo M. integrifolia en las costas
del Per( se explica por la alta plasticidad presente en este género, dando lugar a procesos

de adaptacion a condiciones de oleajes y batimetria. Se observo el haplotipo H4
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compartido con el haplotipo presente en el norte de Chile, evidenciando nuevamente el alto
flujo de genes en Macrocystis.

Finalmente, se obtuvo dos nuevos y Unicos haplotipos correspondientes a
poblaciones en San Juan de Marcona y Callao, estos datos evidencian la alta riqueza
genética y consecuentemente sobre la biodiversidad presente debido a las condiciones
ambientales, en este caso a nivel oceanografico con el Sistema de Corrientes Humboldt,
proporcionando al mismo tiempo informacion atil e importante a nivel molecular para la
aplicacion de estrategias en el manejo y conservacion del recurso Macrocystis en el Per.
Isla San Lorenzo, Callao, es la zona que ha soportado incrementos en las temperaturas por
efecto del evento del Nifio, mermando las poblaciones de Macrocystis pero recuperandose

posteriormente durante eventos de la Nifia.

La presencia de ecomorfos en las costas peruana podria obedecer a una respuesta al
complejo de corrientes del Sistema Humboldt. En Undaria pinnatifida Shibneva, et al.,
2013 demostraron que presentan morfologias producto de una adaptacion al ambiente local
y no de un arreglo genético; al realizar los analisis genéticos y el cultivo en iguales
condiciones ambientales de tres morfologias diferentes de Undaria. El ensayo de distintos
fenotipos en un mismo ambiente se realiza con el fin de minimizar la variabilidad
ambiental. Asi, la evaluacion de la variacion adaptativa tiene como uso mejorar las
especies de importancia comercial, que implica los caracteres de importancia productiva,
como por ejemplo el crecimiento y por consiguiente mayor biomasa; lo cual puede
contribuir a seleccionar los espacios para cultivos caracterizados por los rasgos mas

Optimos a las condiciones ambientales.
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VIl. RECOMENDACIONES

Emplear otros marcadores moleculares que presenten mayor variabilidad y utilizar
nuevamente el marcador mitocondrial COI, con un mayor nimero de individuos de todas
las localidades muestreadas en este estudio, para corroborar los resultados obtenidos.

Realizar estudios morfométricos de Macrocystis en cultivos con iguales condiciones
ambientales, para correlacionar los diferentes morfos y verificar la influencia del entorno
sobre el fenotipo.

Estimar la fertilidad que puedan mantener las frondas reproductivas funcionales de
Macrocystis a lo largo de la costa peruana, para conocer mejor las rutas de dispersion de
estas estructuras flotantes en el Sistema de corrientes del Humboldt.

Aplicar la informacion obtenida como una herramienta de gestion de los ecosistemas
marinos costeros en la zona centro y sur del Per( para el fortalecimiento de las actuales
medidas de control, manejo del recojo y cosecha de Macrocystis.
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IX. ANEXOS

ANEXO 1. Ubicacion geografica de las localidades de muestreo. Escala 1:2°500.000

Fuente: Elaborado por Ubillus 2013 y modificado por E. Salavarria.
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ANEXO 2. Localidades de muestreo ubicadas en la zona costera centro - sur del Peru
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ANEXO 3. Sitios de muestreo

(a) Macrocystis pyrifera. Isla San Lorenzo. Departamento de Callao. (b) Praderas naturales
de Macrocystis integrifolia. Pan de Azucar. Bahia Independencia. Departamento de Ica. (c)
Praderas cultivadas de Macrocystis pyrifera. Concesion Peruvian Seaweeds PSW. S.A. San
Juan de Marcona. Departamento de Ica (d) Praderas naturales de Macrocystis integrifolia.

Punta San Juanito. Departamento de Ica (Fotos: E. Salavarria).
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ANEXO 4. Codigos y localidades muestreadas

Cadigos de marcadores . . .
J Especies Localidad Sitio a(tl\l?f C(:I\OI)I
atp8 COl
Mp I_atp8 | Mpl_Gaz2R M. piryfera | Callao Isla San Lorenzo 8 2
Mp v_atp8 | Mpv_Gaz2R | M. piryfera | Bahia Independencia | isla La vieja 12 3
Mir_atp8 | Mir_Gaz2R | M. integrifolia | Bahia Independencia | Isla Santa Rosita 5 1
Mi z_atp8 M. integrifolia | Bahia Independencia | Isla Pan de Azlcar 8 0
. San Juan de Bahia San Nicolas
Mp p_atp8 | Mp p_Gaz2R M. piryfera Marcona (PSW) 7 1
. San Juan de
Mp b_atp8 | Mp b_Gaz2R M. piryfera Marcona Los Bancos 5 3
] . . .. .| San Juan de ;
Mis_atp8 | Mis_Gaz2R | M. integrifolia Marcona Punta San Juanito 8 5
Mi c_atp8 M. integrifolia | Ocofia (Arequipa) Isla Caleta del Inca 4 0
Total 57 15
N= individuos
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ANEXO 5. Rizoides (a) Macrocystis pyrifera (b) M. integrifolia. Aerocistos y frondas

de (c) Macrocystis pyrifera (d) M. integrifolia.
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ANEXO 6. Protocolo de muestreo para Macrocystis

MUESTRAS DE MACROCYSTIS (Fuente: Macaya,
2010c).

Obtener al menos de 35-40 trozos de 2 cm?
aproximadamente, correspondientes a frondas de la zona

apical (idealmente la primera o segunda lamina después del

meristema apical).

Cada uno de los trozos debe pertenecer a individuos diferentes (es decir algas de diferentes
tamanos, tomadas a distintas profundidades, etc.), obtenidos al azar y en distintos sectores
de la pradera (centro, bordes, etc).

Tratar de abarcar un area de muestreo de aproximadamente 200 metros 0 mas, en caso de
praderas pequefias muestrear individuos de los extremos, avanzando luego hacia el centro

del bosque.

Los individuos deben estar limpios, sin epifitos o epibiontes sobre las frondas como por

ejemplo: otras algas filamentosas, briozoos, etc.

Tomar nota de:

- Nombre del sitio de muestreo

- Encaso de tener GPS, obtener las coordenadas.

- Caracteristicas del sitio, Ej.: expuesto, protegido o
alguna otra descripcion importante (al lado del

nombre de emisario por Ej.).

- Caracteristicas del alga, Ej.: hojas anchas, delgadas,

discos tipo pyrifera o tipo integrifolia, laminas con o sin rugosidades).

Colocar las muestras en silica gel. Si se colocan en bolsas individuales, la cantidad de
silica es aproximadamente una cucharada de te. (Ver figura lado derecho). En caso de
colocar las muestras todas juntas en una bolsa grande, favor de colocarlas en papel

absorbente o toallas especiales, para evitar las mezclas de distintos trozos de algas
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ANEXO 7. Método de extraccion CTAB (Bromuro de Cetil Trimetil Amonio)
adaptado por Zuccarello y Lokhorst, 2005

- 3% (m/V) CTAB

- 1.4 M NaCl

- 20mM EDTA pH 8.0

- 100 mM Tris-HCI pH 8,0

- 1% PVP
NaCL: 5M
73,05 g NaCl
200 mL H,0
6 g CTAB
56 ml Na Cl: 5M EDTA: 0,5M

93,06 g EDTA |pH 8.0

8ml EDTA:0.5M ph8.0 L 200mL H,O
500 ml H,O [ (8-9 NaOH

20 ml Tris- HCI: 1 M pH 8.0

Disolver por 20 min. A 50°C

2 g PVP pellet)
Tris -HCI: 1M

40,379 Tris | pH8.0
333 ml H,0

24:1 = Cloroformo: Alcohol isoamilico
100% Isopropanol
70% Etanol

Buffer TE 0.1X: 10m M Tris-HCI pH 8.0; 0,1 mM EDTA pH 8.0

5 mL Tris-HCl 1M 500 mL H,0

0,1 mLEDTAO,5M
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ANEXO 8. Lecturas de

las absorbancias en

espectrofotometro Nanodrop (ND1000) a 230, 260 y 280 nm.

las muestras de ADN en el

Zona Localidad Muestra Codigos [Cx] 260/280 | 260/230
Isla San Lorenzo | Macrocystis pyrifera Mpll Atp8 | 129.42 2.05 175
Isla San Lorenzo | Macrocystis pyrifera Mp2l_Atp3 98.76 2.07 1.86
Isla San Lorenzo | Macrocystis pyrifera Mp3l_Atp8 | 202.15 1.98 191
Isla San Lorenzo | Macrocystis pyrifera Mp4l_Atp3 82.29 2.03 1.67
Callao Isla San Lorenzo | Macrocystis pyrifera Mp5l Atp8 | 16571 2.03 174
Isla San Lorenzo | Macrocystis pyrifera Mp6l_Atp8 84.68 2.04 17
Isla San Lorenzo | Macrocystis pyrifera Mp7l_Atp8 55.71 1.99 177
Isla San Lorenzo | Macrocystis pyrifera Mp8l_Atp8 56.69 1.9 17
Isla San Lorenzo | Macrocystis pyrifera Mp9l_Atp8 60.56 2.06 2.00
Isla San Lorenzo | Macrocystis pyrifera Mpl0l Atp8| 103.71 2.08 178
Isla la Vieja Macrocystis pyrifera Mplv Atp8 |  36.45 181 2.05
Isla la Vieja Macrocystis pyrifera Mp2v_Atp8 | 63.35 1.94 1.83
Isla la Vieja Macrocystis pyrifera Mp3v_Atp8 |  76.87 1.94 173
Isla la Vieja Macrocystis pyrifera Mpdv_Atp8 | 6342 192 1.93
Isla la Vieja Macrocystis pyrifera Mp5v_Atp8 |  99.07 2.01 1.95
Isla la Vieja Macrocystis pyrifera Mpbv_Atp8 | 63.07 1.84 1.98
Isla la Vieja Macrocystis pyrifera Mp7v_Atp8 | 275.38 192 172
Isla la Vieja Macrocystis pyrifera Mp8v_Atp8 67.3 192 177
Isla la Vieja Macrocystis pyrifera Mp9v:Atp8 52.97 177 2.15
Isla la Vieja Macrocystis pyrifera MplOv_Atp8  50.1 1.84 178
Isla Santa Rosita | Macrocystis integrifolia| Milr Atp8 | 147.81 2.1 1.96
Isla Santa Rosita | Macrocystis integrifolia| Mi2r_Atp8 92.24 2.15 176
Isla Santa Rosita | Macrocystis integrifolia| Mi3r_Atp3 56.49 2.15 1.64
Bahia Isla Santa Rosita | Macrocystis integrifolia| Midr_Atp3 67.69 2.14 1.88
Indegende Isla Santa Rosita | Macrocystis integrifolia| Mi5r_Atp3 71.96 2.1 14
cia Isla Santa Rosita | Macrocystis integrifolia| Mi6r_Atp8 39.01 2.1 1.53
Isla Santa Rosita | Macrocystis integrifolia| Mi7r_Atp8 84.16 1.86 1.25
Isla Santa Rosita | Macrocystis integrifolia| Mi8r_Atp8 192.33 2 178
Isla Santa Rosita | Macrocystis integrifolia| Mi9r_Atp8 43.15 211 17
Isla Santa Rosita | Macrocystis integrifolia| MilOr Atp8 |  42.03 1.9 1.38
Pan de azlcar Macrocystis integrifolia | Milz Atp8 | 115.42 2.1 1.9
Pan de azlcar Macrocystis integrifolia | Mi2z_Atp8 42.78 2.24 1.68
Pan de azicar Macrocystis integrifolia | Mi3z_Atp8 30.35 2.08 158
Pan de azlcar Macrocystis integrifolia | Midz_Atp8 51.88 2.05 1.68
Pan de azlcar Macrocystis integrifolia | Mibz_Atp8 42.17 2.07 161
Pan de azlcar Macrocystis integrifolia | Mi6z_Atp8 | 100.87 211 179
Pan de azlicar Macrocystis integrifolia| Mi7z_Atp8 79.61 2.15 164
Pan de azlicar Macrocystis integrifolia| Mi8z_Atp8 | 136.21 2.07 181
Pan de azlcar Macrocystis integrifolia| Mi9z_Atp8 | 108.54 2.05 1.59
Pan de azlicar Macrocystis integrifolia| Mil0z Atp8| 115.13 2.06 178
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Continuacion...

Bahia San Nicolas | Macrocystis pyrifera Mplp Atp8 | 75.17 2.05 1.62
Bahia San Nicolas | Macrocystis pyrifera Mp2p_Atp8 |  65.96 2.13 1.68
Bahia San Nicolas | Macrocystis pyrifera Mp3p_Atp8 |  85.98 2.11 1.59
Bahia San Nicolas | Macrocystis pyrifera Mp4p_Atp8 81.9 2.15 1.59
Bahia San Nicolas | Macrocystis pyrifera Mp5p_Atp8 |  60.37 2.08 1.49
Bahia San Nicolas | Macrocystis pyrifera Mp6p_Atp8 | 102.15 1.93 177
Bahia San Nicolas | Macrocystis pyrifera Mp7p_Atp8 |  69.55 2.1 147
Bahia San Nicolas | Macrocystis pyrifera Mp8p_Atp8 |  45.11 1.95 1.23
Bahia San Nicolas | Macrocystis pyrifera Mp9p_ Atp8 | 103.93 211 179
Bahia San Nicolas | Macrocystis pyrifera Mpl0p_Atp8]  68.59 1.96 2.00
Los Bancos Macrocystis pyrifera Mplb Atp8 | 91.43 2.11 1.53
Los Bancos Macrocystis pyrifera Mp2b_Atp8 | 338.35 2.02 1.79
Los Bancos Macrocystis pyrifera Mp3b_Atp8 | 109.56 2.12 1
San Juan Los Bancos Macrocystis pyrifera Mpdb_Atp8 | 125.04 2.04 175
de Los Bancos Macrocystis pyrifera Mp5h_Atp8 |  144.28 2 17
Marcona Los Bancos Macrocystis pyrifera Mp6b_Atp8 | 116.82 2.08 1.68
Los Bancos Macrocystis pyrifera Mp7b_Atp8 |  25.03 1.98 18
Los Bancos Macrocystis pyrifera Mp8b_Atp8 |  30.38 2.09 1.49
Los Bancos Macrocystis pyrifera Mp9b Atp8 | 125.52 2.1 171
Los Bancos Macrocystis pyrifera MplOb Atp8|  32.2 2.03 1.44
Punta San Juanito | Macrocystis integrifolia | Mils_Atp8 70.74 2.07 1.75
Punta San Juanito | Macrocystis integrifolia | Mi2s_Atp8 | 213.29 2.13 1.88
Punta San Juanito | Macrocystis integrifolia | Mi3s_Atp8 91.32 1.97 2.12
Punta San Juanito | Macrocystis integrifolia | Mids_Atp8 | 188.79 2.03 172
Punta San Juanito | Macrocystis integrifolia | Mibs_Atp8 94.7 2.19 1.84
Punta San Juanito | Macrocystis integrifolia | Mi6s_Atp8 113.16 2.15 1.69
Punta San Juanito | Macrocystis integrifolia | Mi7s_Atp8 33.3 2.04 1.36
Punta San Juanito | Macrocystis integrifolia | Mi8s_Atp8 111.17 2.07 143
Punta San Juanito | Macrocystis integrifolia | Mi9s_Atp8 90.64 2.04 1.84
Punta San Juanito | Macrocystis integrifolia | Mil0s Atp8 | 142.46 2.01 19
Caleta del Inca Macrocystis integrifolia| Milc_Atp8 376.9 2.06 173
Caleta del Inca Macrocystis integrifolia| Mi2c_Atp8 | 105.54 2.16 174
Caleta del Inca Macrocystis integrifolia | Mi3c_Atp3 29.14 2.05 1.65
Caleta del Inca Macrocystis integrifolia | Midc_Atp3 22.07 2.17 161
La Caleta del Inca Macrocystis integrifolia | Mi5c_Atp8 | 181.03 2.05 121
Planchada | Caleta del Inca Macrocystis integrifolia| Mi6c_Atp8 72.83 2.12 2.00
Caleta del Inca Macrocystis integrifolia| Mi7c_Atp8 58.53 2.21 1.84
Caleta del Inca Macrocystis integrifolia | Mi8c_Atp3 80.46 2.04 1.66
Caleta del Inca Macrocystis integrifolia | Mi9c_Atp8 | 108.77 2.17 1.99
Caleta del Inca Macrocystis integrifolia | MilOc_Atp8|  76.46 2.04 1.68
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ANEXO 9. Descripcion del Master Mix empleado en la reaccion de PCR para la Amplificacion del ADN

* 1X 1 ADN 1X 35X 1,5 ADN 1X 25X 2 ADN 1X 15X 2,5 ADN 1X 7X
Buffer 1.3 Buffer 1.25 43.75 Buffer 1.25 31.25 Buffer 1.25 18.75 Buffer 1.25 8.75
BSA 0.3 BSA 0.25 8.75 BSA 0.25 6.25 BSA 0.25 3.75 BSA 0.25 1.75
dNTP’s | 0.3 dNTP’s 0.25 8.75 dNTP’s 0.25 6.25 dNTP’s 0.25 3.75 dNTP’s 0.25 1.75
Primer1 | 0.6 Primer 1 0.625| 21.875 Primer 1 0.625| 15.625 Primer 1 0.625 9.375 Primer 1 0.625 4.375
Primer2 | 0.6 Primer 2 0.625| 21.875 Primer 2 0.625| 15.625 Primer 2 0.625 9.375 Primer 2 0.625 4.375
Taq 0.3 Taq 0.25 8.75 Taq 0.25 6.25 Taq 0.25 3.75 Taq 0.25 1.75
DNA 1 DNA 1 35 DNA 1.5 37.5 DNA 2 30 DNA 2.5 17.5
Agua Agua Agua Agua Agua
PCR 7.9 PCR 7.875| 275.625 PCR 7.375| 184.375 PCR 6.875| 103.125 PCR 6.375| 44.625
Mg 0.4 Mg 0.375| 13.125 Mg 0.375 9.375 Mg 0.375 5.625 Mg 0.375 2.625
ADN |U 3 ADN 1X 5X 3,5 ADN 1X 6X 4 ADN 1X 4X ADN PCR
4 2 Buffer 1.25 6.25 Buffer 1.25 7.5 Buffer 1.25 5 4 1°
3.5 4 BSA 0.25 1.25 BSA 0.25 1.5 BSA 0.25 1 35 20
3 3 dNTP’s 0.25 1.25 dNTP’s 0.25 1.5 dNTP’s 0.25 1 3 3°
2.5 5 Primer 1 0.625 3.125 Primer 1 0.625 3.75 Primer 1 0.625 2.5 2.5 3°
2 12 Primer 2 0.625 3.125 Primer 2 0.625 3.75 Primer 2 0.625 25 2 40
15 22 Taq 0.25 1.25 Taq 0.25 1.5 Taq 0.25 1 1.5 40
1 32 DNA 3 15 DNA 3.5 21 DNA 4 16 1 40
Agua Agua Agua
80 PCR 5.875| 29.375 PCR 6.375 38.25 PCR 4.875 19.5
Mg 0.375 1.875 Mg 0.375 2.25 Mg 0.375 15
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ANEXO 10. Secuencias con el marcador atp8- S de Macrocystis spp. comparadas con
secuencias registradas en el GenBank

- Mejor Hit . Namero Valor| 9% de
IndVIAUO | enpiasty | Familia | Gen accggién E |identidad
Mi2s_atp8 Mg;:?f?;;‘tis Laminariaceae | atp8 | HQ336483.1 5'%%5 100
Mi5s_atp8 Mg;:?f?;ztis Laminariaceae | atp8 | HQ336480.1 1'%25 100
Mi6s_atp8 M;;:iofgztis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 4'%%5 100
Mi8s_atp8 M;;:iofgztis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 2'%25 100
Milr_atp8 M;;:iofgztis Laminariaceae | atp8 | HQ336480.1 1'%%5 100
Mplb_atp8 Mg;:ic;?;;tis Laminariaceae | atp8 | HQ336480.1 6'(;85 99
Mp1l_atp8 Mg;:ic;g;tis Laminariaceae | atp8 | HQ336480.1 3.(;%5 99
Mplv_atp8 Mg;:ic;g;tis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 4'%%5 100
Mp2l_atp8 Mgs:ic;?r’ztis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 8'(23%5 100
Mp3b_atp8 Mgs:ic;?r’ztis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 1'%25 99
Mp3l_atp8 Mgs:ic;?r’ztis Laminariaceae | atp8 | HQ336480.1 Z'ggE' 100
Mp4v_atp8 MS;:%?;Z“S Laminariaceae | atp8 | HQ336480.1 9.(;(;E- 100
Mp6b_atp8 MS;:%?;Z“S Laminariaceae | atp8 | HQ336480.1 G'ggE' 100
Mp6v_atp8 MS;:%?;Z“S Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 2'%25 100
Mp7p_atp8 Mg;mgﬁtis Laminariaceae | atp8 | HQ336483.1 l.(é(iE- 100
Mp2b_atp8 Mg;:iofgﬁtis Laminariaceae | atp8 | HQ336480.1 Z'ggE' 100
Mp8v_atp8 Mg;;iofgztis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 8'225 100
Mp4b_atp8 Mg;;iofgztis Laminariaceae | atp8 | HQ336480.1 4'%%5 100
Mp5b_atp8 Mg;:iofgztis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 4'%25 100
Mp6p_atp8 Mg;:iofgztis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 3'%35 99
Mp1Ov_atp8 M;;:iofgztis Laminariaceae | atp8 | HQ336480.1 6%%5 100
Milc_atp8 Mg;:?fgﬁtis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 3fng 99
Mplp_atps8 MS;:?%ZHS Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 7ff1E 99
Mils_atp8 Mg;ﬁ)f:ﬁtis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 7f201E 99
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Macrocystis

Mp3p_atp8 oyrifera Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 9.00E-115 99
Mi3r_atp8 M;;::’fgz“s Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 2.00E-117 08
Mp3v_atp8 M;;::’fgz“s Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 1.00E-122 99
Mp4l_atp8 Mg;;:’fgzt's Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 2.00E-120 99
Mp4p_atp8 Mg;::’f‘;{;t's Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 8.00E-110 99
Mids_atp8 Mg;::’f‘;{;t's Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 3.00E-120 99
Midc_atp8 Mg;::’f‘;{;t's Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 1.00E-103 99
Mp5I_atp8 Mg;:ic;g;tis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 5.00E-122 99
Mp5v_atp8 Mg;:ﬁgﬁ“s Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 1.00E-122 99
Mp6l_atp8 Mg;:ﬁg{;"s Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 3.00E-119 99
Mp5p_atp8 MS;:ic;?;:tis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 5.00E-117 99
Midr_atp8 M;;:ic;?rlztis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 8.00E-110 99
Mp7I1_atp8 M;;:ic;?rlztis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 1.00E-122 99
Mi7s_atp8 M;;:ic;?rlztis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 7.00E-121 99
Mp7v_atp8 M;;:ic;?;:‘tis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 1.00E-122 99
Mi2c_atp8 M;;:ic;?;:‘tis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 8.00E-110 99
Mi5r_atp8 M;;:ic;?;:‘tis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 2.00E-122 99
Mp9v_atp8 Mg;:ic;?;:ltis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 1.00E-122 99
Mp8I_atp8 Mg;:iof?gtis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 3.00E-119 99
Mi3s_atp8 Mg;:iof?gtis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 2.00E-105 99
Mpllv_atp8 Mg;:iof?gtis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 1.00E-122 99
Milz_atp8 M:;:iof?;ztis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 4.00E-108 99
Mi2z_atp8 M;;:iofgztis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 2.00E-122 99
Mi3z_atp8 M;;:iofgztis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 4.00E-103 99
Midz_atp8 M;;:iofre:;;:ltis Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 2.00E-101 99
Mi6z_atp8 M;;ﬁ’fgﬁ“s Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 4.00E-118 99
Mi7z_atp8 M;;ﬁ’fgﬁ“s Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 9.00E-115 99
Mi8z_atp8 Mg;;:’fgﬁ“s Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 1.00E-92 98
Mi5z_atp8 M;;{:’fgﬁ“s Laminariaceae | atp8 | DQ841619.1 | 1.00E-112 99
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ANEXO 11. Matriz de Distancia genética con el marcador mitocondrial atp8-S de las
poblaciones del centro y sur del Pera.

Secuencias
1 Mi6s_atp8
2 Mi6z_atp8
3 Mi5s_atp8
4 Mi7s_atp8
5 Mi8s_atp8
6 Mp10v_atp8
7 Mp11lv_atp8
8 Mp12v_atp8
9 Mp1l_atp8
10 Mp8v_atp8
11 Mp9v_atp8
12 Mp7v_atp8
13 Mp7I_atp8
14 Mp6v_atp8
15 Mpé6l_atp8
16 Mp6b_atp8
17 Mp5v_atp8
18 Mp5I_atp8
19 Mp5b_atp8
20 Mp4v_atp8
21 Mp4l_atp8
22 Mp4b_atp8
23 Mp3v_atp8
24 Mp3lI_atp8
25 Mp2l_atp8
26 Mp2b_atp8
27 Mp1v_atp8
28 Mi5r_atp8
29 Mp1lb_atp8
30 Mp3b_atp8
31 Mp6p_atp8
32 Mids_atp8
33 Mi2z_atp8
34 Mils_atp8
35 Milr_atp8
36 Mp7p_atp8
37 Mp8I_atp8
38 Mp5p_atp8
39 Mp4p_atp8
40 Mp3p_atp8
41 Mp2p_atp8
42 Mplp_atp8
43 Mi8z_atp8
44 Mi7z_atp8
45 Mi5z_atp8
46 Midz_atp8
47 Mi4r_atp8
48 Mi4c_atp8
49 Mi3z_atp8
50 Mi3s_atp8
51 Mi3r_atp8
52 Mi3c_atp8
53 Milc_atp8
54 Milz_atp8
55 Mi2c_atp8
56 Mi2r_atp8
57 Mi2s_atp8

Mi6s_atp8 Mibz_atp8 Mi5s_atp8 Mi7s_atp8 Mi8s_atp8 Mpl0v_atp8 Mpllv_atp8 Mpl2v_atp8 Mpll_atp8

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.008
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.008
0.008
0.008
0.000
0.000
0.000
0.000
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.008
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.008
0.008
0.008
0.000
0.000
0.000
0.000
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.008
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.008
0.008
0.008
0.000
0.000
0.000
0.000
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008

0.000
0.000
0.000
0.000
0.008
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.008
0.008
0.008
0.000
0.000
0.000
0.000
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008

0.000
0.000
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0.000
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0.000
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0.000
0.008
0.008
0.008
0.000
0.000
0.000
0.000
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008

0.000
0.000
0.008
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.008
0.008
0.008
0.000
0.000
0.000
0.000
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008

0.000
0.008
0.000
0.000
0.000
0.000
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Continuacion:

Secuencias
1 Mi6s_atp8
2 Mi6z_atp8
3 Mi5s_atp8
4 Mi7s_atp8
5 Mi8s_atp8
6 Mp10v_atp8
7 Mp1lv_atp8
8 Mp12v_atp8
9 Mp1l_atp8
10 Mp8v_atp8
11 Mp9v_atp8
12 Mp7v_atp8
13 Mp7I_atp8
14 Mp6v_atp8
15 Mpél_atp8
16 Mpébb_atp8
17 Mp5v_atp8
18 Mp5l_atp8
19 Mp5b_atp8
20 Mp4v_atp8
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24 Mp3l_atp8
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Continuacion:
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4 Mi7s_atp8
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7 Mp1lv_atp8
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10 Mp8v_atp8
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19 Mp5b_atp8
20 Mp4v_atp8
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23 Mp3v_atp8
24 Mp3l_atp8
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Continuacion:
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1 Mi6s_atp8
2 Mi6z_atp8
3 Mi5s_atp8
4 Mi7s_atp8
5 Mi8s_atp8
6 Mp10v_atp8
7 Mpllv_atp8
8 Mp12v_atp8
9 Mp1l_atp8
10 Mp8v_atp8
11 Mp9v_atp8
12 Mp7v_atp8
13 Mp7I_atp8
14 Mp6v_atp8
15 Mpél_atp8
16 Mpéb_atp8
17 Mp5v_atp8
18 Mp5l_atp8
19 Mp5b_atp8
20 Mp4v_atp8
21 Mpé4l_atp8
22 Mp4b_atp8
23 Mp3v_atp8
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Continuacion:
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ANEXO 12. Secuencias con el marcador mitocondrial COIl de Macrocystis spp.

comparadas con secuencias reportadas en el GenBank

Individuo | Mejor Hit en Blast N Familia Gen N:chsl}%r?e VaIIEor idgﬁtiddead
Mi2s_Gaz2R | Macrocystis integrifolia | Laminariaceae | COIl | FJ409173.1 0.00 99
Mplb_Gaz2R | Macrocystis pyrifera Laminariaceae | COIl | HM153260.1 0.00 99
Mplv_Gaz2R | Macrocystis integrifolia | Laminariaceae | COI | | FJ409173.1 0.00 99
Mils_Gaz2R | Macrocystis integrifolia | Laminariaceae | COIl | FJ409173.1 0.00 99
Mp2b_Gaz2R | Macrocystis integrifolia | Laminariaceae | COIl | FJ409173.1 0.00 99
Mp2l_Gaz2R | Macrocystis integrifolia | Laminariaceae | COI | | FJ409173.1 0.00 99
Mp1l_Gaz2R | Macrocystis integrifolia | Laminariaceae | COIl | FJ409173.1 0.00 99
Mids_Gaz2R | Macrocystis integrifolia | Laminariaceae | COIl | FJ409173.1 0.00 99
Mi5s_Gaz2R | Macrocystis integrifolia | Laminariaceae | COIl | FJ409173.1 0.00 99
Mplp_Gaz2R | Macrocystis pyrifera Laminariaceae | COIl | HM153257.1 0.00 100
Mi3s_Gaz2R | Macrocystis integrifolia | Laminariaceae | COIl | FJ409173.1 0.00 99
Mp2v_Gaz2R | Macrocystis integrifolia | Laminariaceae | COIl | FJ409173.1 0.00 99
Mp3b_Gaz2R | Macrocystis integrifolia | Laminariaceae | COIl | FJ409173.1 0.00 99
Mp3v_Gaz2R | Macrocystis pyrifera Laminariaceae | COIl | HM153260.1 0.00 99
Milr_Gaz2R | Macrocystis integrifolia | Laminariaceae | COIl | FJ409173.1 0.00 99
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_211906669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/211906669?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C84CP3X014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_302136971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302136971?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C8FDSNF01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_211906669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/211906669?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C8N5B7Z015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_211906669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/211906669?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C8YAYZ9014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_211906669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/211906669?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C931233014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_211906669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/211906669?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C971YZE015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_211906669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/211906669?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C9AXC6A014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_211906669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/211906669?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C9FGVWM015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_211906669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/211906669?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C9K68AW015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_302136965
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302136965?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C9T8NBV014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_211906669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/211906669?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C9Y0YJ201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_211906669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/211906669?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8CA24YN6014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_211906669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/211906669?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8CA64F8401R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_302136971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302136971?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8CA9TTCD015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_211906669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/211906669?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8CADE8TP015

