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Resumen

Las Macroalgas cumplen funciones fundamentales para ecosistemas marinos y costeros, ademas de
tener usos practicos para la humanidad. La costa atlantica de Uruguay presenta comunidades de
macroalgas en todas sus puntas rocosas. Dentro de las mismas se encuentran ejemplares el género
Grateloupia C. Agardh, conocido en parte por poseer diversidad criptica y pseudo-criptica. En el afio
2015 se observa e identifica morfolégicamente por primera vez en la localidad de La Paloma, Rocha, a
Grateloupia turuturu Yamada. Esta alga, originaria de Japon y Corea, ha sido reportada como exética
invasora en varias regiones del mundo. Presenta morfologia variable, similar a las otras dos especies
del género anteriormente registradas para Uruguay: Grateloupia cuneifolia J. Agardh y Grateloupia
filicina (J. V. Lamouroux) C. Agardh. Debido a la dificil separacion morfolégica de estas especies es
importante incorporar analisis moleculares para reafirmar su identificacion. Los genes rbcL cloroplastico
y COI mitocondrial son marcadores comunmente utilizados en macroalgas para esto. En este estudio se
identificaron morfologica y molecularmente ejemplares del género en aguas uruguayas muestreados del
2016 al 2021, incluyendo una revision de la informacion histérica disponible y un andlisis ecoldgico de
la poblacion de G. turuturu en la Bahia Grande de La Paloma. Se confirmd molecularmente la presencia
de dos especies de Grateloupia y una especie del género Phyllymenia J. Agardh en Uruguay. Los
ejemplares uruguayos de G. turuturu mostraron mayor convergencia genética con ejemplares del rango
nativo que con los ejemplares de Brasil, indicando que el vector de entrada posiblemente no haya sido
Brasil, como se hipotetizaba. Las otras dos especies presentaron registros desde al menos 1925.
Probablemente, el alga registrada como G. cuneifolia pertenezca al género Phyllymenia. El alga
identificada aqui como G. cf. filicina forma un clado con algas molecularmente divergentes, pero
asociadas al mismo nombre, indicando la necesidad de mas estudios para clasificarla correctamente.
Se encontrd a G. turuturu creciendo a lo largo del intermareal rocoso de la Bahia Grande, con presencia
de individuos fértiles durante todo el afio, indicando un establecimiento del alga en la zona. La
combinacién de técnicas confirmé la presencia y establecimiento de una especie invasora (G. turuturu),
la presencia de una especie con una nomenclatura distinta a la utilizada histéricamente (Phyllymenia
sp.) y otra que puede considerarse criptogénica (G. cf. filicina). La aplicacién de estas técnicas es una
herramienta efectiva para la deteccién de posibles algas exéticas en el pais. Perspectivas a futuro
incluyen estudios en mayor detalle para confirmar la taxonomia de P. cuneifolia y G. cf. filicina, y para
confirmar el vector de llegada de G. turuturu a Uruguay y sus posibles efectos en la comunidad del
intermareal rocoso






Introduccidén

Macroalgas marinas

Las macroalgas cumplen funciones fundamentales en la ecologia de ambientes marinos y costeros,
como son la produccién primaria, la provisién de refugio para otras especies, la formacién de arrecifes y
la modulacién de los ciclos de nutrientes (Wahl 2009). Asimismo, presentan un valor cultural y econémico
importante, desde el alimentario, medicinal y cultural para muchas comunidades costeras alrededor del
mundo, hasta su utilizacion a nivel industrial y farmacéutico (Ferdouse et al. 2018; Leandro et al. 2019).

La costa atlantica de Uruguay presenta comunidades de macroalgas sobre todas sus puntas rocosas,
siendo parte de una bioregion de interconexion entre la ficoflora tropical y la subantartica (Coll & Oliveira
1999). Esto refleja las condiciones fisicas de la region, que se puede describir como una zona de
transicién biogeogréfica y ecoldgica debido a la interconexion compleja de corrientes y masas de agua
gue la afectan. Las aguas costeras subantarticas y subtropicales, que interactian entre si y con la
descarga del Rio de la Plata, dan lugar a variaciones de temperatura y salinidad a distintas escalas
temporales y espaciales (Guerrero et al. 2003; Piola et al. 2004). Estas caracteristicas generan un
sistema propicio para el estudio de procesos subyacentes de los patrones de diversidad (Scarabino et
al. 2016). En el litoral rocoso del atlantico uruguayo se encuentran una variedad de especies de los tres
principales grupos algales: Rhodophyta (algas rojas) con la mayor riqueza, seguido por Chlorophyta
(algas verdes) y en menor proporcion las Phaeophyceae (algas pardas). Los taxones gue presentan
mayor biomasa incluyen al complejo Ulva spp. (Chlorophyta), Jania spp., Corallina officinalis, Grateloupia
spp. y en menor proporcion, Cryptopleura ramosa, Pterocladiella capillacea y Polysiphonia spp.
(Rhodophyta). Otras algas frecuentes a lo largo del intermareal son: Porphyra/Pyropia spp. y Cladophora
sp. en el intermareal alto, Chondracanthus teedei, Hypnea musciformis y Chondria atropurpurea en el
intermareal medio, y Amphiroa spp. en el intermareal bajo (Gonzalez-Etchebehere et al. 2017; Vélez-
Rubio et al. 2021).

El género Grateloupia

El género Grateloupia C. Agardh, es el méas diverso dentro de la familia de algas rojas Halymeniaceae,
con aproximadamente 97 especies reconocidas hasta el momento (Guiry & Guiry 2022), distribuidas
alrededor del mundo desde los trépicos hasta aguas templadas. Presentan morfologias de talo
generalmente ramificadas, que van desde talos foliosos a comprimidos y desde lineares a lanceolados,
con una consistencia generalmente cartilaginosa. El género se caracteriza a nivel histolégico en parte
por presentar células estrelladas en el cortex interno de individuos vegetativos y fértiles, y por la
presencia de tetraesporangios cruciados distribuidos en el cértex a lo largo de todo el talo en fase
tetraesporofitica (Guiry & Guiry 2022).

En la costa de Uruguay hasta el momento se han identificado morfolégicamente tres especies del género
Grateloupia (Gonzélez-Etchebehere et al. 2017, Vélez-Rubio et al. 2021). Estan registradas Grateloupia
cuneifolia J. Agardh y Grateloupia filicina (J. V. Lamouroux) C. Agardh, que han sido reconocidas alli
desde hace décadas (Coll 1976; Coll & Olivera 1999) y son consideradas nativas. Recientemente se
identific por sus rasgos morfoldgicos a Grateloupia turuturu Y. Yamada (Gonzalez-Etchebehere et al.



2017; Vélez-Rubio et al. 2019a), especie exotica en diversas regiones del mundo (Gavio & Fredericq
2002; D’Archino et al. 2007; Mathieson et al. 2007; Azevedo et al. 2015; Petrocelli et al. 2020) (Figura
1). Esta ultima se encontr6 por primera vez en octubre del 2015 sobre una barca en el puerto de La
Paloma, Rocha (Vélez-Rubio et al. 2019a). Es un alga de gran porte comparada con otras del intermareal
rocoso de Uruguay, llegando a superar un metro de largo (obs. pers.). Ademas, tiene una gran tolerancia
a amplios rangos de salinidad, temperatura y concentraciones de nutrientes (Simon et al. 1999; 2001,
Harlin & Villalard-Bohnsack 2001; Liu & Pang 2010).
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Figura 1: Mapa indicando la distribucidn actual del alga Grateloupia turuturu en el mundo. Las regiones marcadas en verde representan el
rango nativo y las regiones en rojo indican las dreas costeras de paises/estados donde se ha reportado como introducida. Costa uruguaya
en negro. Mapa hecho con datos de distribuciéon tomados de Petrocelli et al. (2020).

Las especies dentro de este género histéricamente han sido dificiles de identificar por la gran variabilidad
morfolégica intraespecifica y la similitud interespecifica de estructuras macroscopicas, observandose
cierto grado de diversidad criptica o pseudo-criptica (De Clerck et al. 2005a). Las especies consideradas
cripticas se consideran como especies morfolégicamente idénticas, aunque presenten suficiente
variabilidad genética entre ellas para considerarse especies separadas. Asimismo, las especies pseudo-
cripticas son aquellas que superficialmente son muy similares, pero que en mayor detalle (o en ciertos
estadios de su ciclo de vida) se puedan diferenciar morfologicamente (Knowlton 1993; Lajus et al. 2015).
Esta dificultad en la caracterizacion taxondmica conlleva naturalmente a confusiones en la identificacion
mediante caracteres morfologicos. Un ejemplo de esto es lo ocurrido con Grateloupia doryphora
(Montagne) M. Howe, una especie descrita en la costa de PerU, presente a lo largo del océano Pacifico
sudamericano, que se clasific6 como exética e invasora en partes de Europa y la costa oriental de
Estados Unidos desde la década del 1970. Con respaldo de andlisis molecular, se pudo identificar
correctamente y se establecié que los ejemplares alli encontrados pertenecian a la especie Grateloupia
turuturu Yamada, originaria de Japon y morfolégicamente similar (Gavio & Fredericq 2002). La
taxonomia del género y del grupo de géneros cercanos a Grateloupia ha sido relativamente cambiante
a lo largo de los afios. Por ejemplo, los géneros Pachymeniopsis Yamada ex Kawabata, Prionitis J.
Agardh, Dermocorynus P. Crouan & H. Crouan y Phyllymenia J. Agardh fueron considerados sinénimos



de Grateloupia en base a caracteristicas moleculares a principios de la década del 2000 (Kawaguchi
1997; Wang et al. 2001; De Clerck et al. 2005b; Wilkes et al. 2005). Posteriormente, en base a las
estructuras reproductivas sumadas a una nueva interpretacion de los resultados moleculares se los
volvié a considerar géneros independientes (Gargiulo et al. 2013).

Metodologias de identificacidn de especies

La metodologia de caracterizacion morfolégica ha sido la principal herramienta de identificacion de
especies de macroalgas en Uruguay y en el mundo, ya sea a nivel histérico como actual (ej. Coll 1976;
Raffo et al. 2014; Gonzéalez-Etchebehere et al. 2017). Es una manera efectiva de identificar taxones que
presentan diferencias morfologicas definibles. Sin embargo, cuando se trabaja con taxones cripticos
(como es el caso de muchas especies del género Grateloupia), el uso exclusivo de esta metodologia
puede perder fiabilidad (Saunders 2005).

Es de importancia para la taxonomia integrar distintas metodologias de identificacion con la morfolégica
para mejorar la calidad de descripcion e identificacion de especies (Padial et al. 2010). La metodologia
gue se integra comunmente es el uso de caracteres moleculares (por €j. secuencias genéticas). Para
ello, una de las aproximaciones metodolégicas mas empleadas es la denominada DNA Barcoding
(Herbert et al. 2003), que consiste en el andlisis de secuencias pertenecientes a regiones de uno o mas
genes que por sus caracteristicas evolutivas portan informacion taxonémica. Cada secuencia se
considera Unica, caracterizando al individuo estudiado, y la comparacion de varias secuencias de
distintos individuos se utiliza para inferir las relaciones filogenéticas entre ellos, dependiendo de la tasa
de cambio del marcador seleccionado (Nei & Kumar 2000).

Uno de los marcadores mas utilizados para la reconstruccién de relaciones filogenéticas en plantas
vasculares a nivel de érdenes, familias y géneros es el gen cloroplastico rbcL, que codifica para la
subunidad grande de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa (conocida también como RuBisCo), la enzima
gue facilita la fijacion de CO2 durante la fotosintesis (Chase et al. 1993). En los ultimos afios ha habido
un aumento de su utilizacion en estudios de filogenia de algas rojas a nivel de especies (incluyendo
especies de Grateloupia) debido a que estas algas poseen mayor variabilidad en este gen que las
plantas vasculares (Freshwater et al. 1994; Yang et al. 2007; Azevedo 2016). Otras secuencias de
utilidad para el analisis filogenético son los genes mitocondriales que codifican para las subunidades de
la enzima citocromo oxidasa (cox), que se utilizan frecuentemente para la elaboracién de filogenias
animales y de algas rojas (Zuccarello et al. 1999a; Saunders 2005). La secuencia que codifica para la
subunidad principal, COI, por ejemplo, es reconocida por tener una alta sensibilidad cuando se trata de
la identificacion de especies cripticas (Robba et al. 2006). Debido a la mayor variabilidad de este
marcador, es recomendable utilizarlo en conjunto con marcadores menos variables, como es rbcL. La
frecuente utilizacion de estas secuencias en trabajos de DNA barcoding y el éxito de bases de datos
virtuales como GenBank (NCBI) y BarCode of Life Database (BOLD) han generado una extensa
genoteca de ejemplares de todas las formas de vida, incluyendo secuencias de Grateloupia de alrededor
del mundo.

Invasiones bioldgicas




Las invasiones bioldgicas son una de las principales amenazas que afectan a la biodiversidad a escala
global. El aumento de la frecuencia de estos acontecimientos esta principalmente asociado al incremento
de la conectividad humana y la tecnologia relacionada al transporte (Molnar et al. 2008), y se predice
gue aumentaran aun mas en las proximas décadas (Seebens et al. 2020; Mormul et al. 2022). Si bien
es dificil predecir los efectos de una introduccion biolégica, las invasiones han sido causa de grandes
pérdidas ecolodgicas y sociales que, en conjunto con otros factores como la degradacion de habitats, la
contaminacion y el cambio climatico, llegan a dar lugar a grandes cambios en los ecosistemas afectados
(Rilov & Crooks 2009).

La definicion exacta de especie exética invasora (EEI) es un tema en discusion, pero para este estudio
se considerar4d que son especies exoticas que producen descendencia, generan poblaciones
autosustentables y tienen el potencial para dispersarse a grandes distancias del sitio de introduccion o
de la poblacion parental. Causan alli impactos severos sobre la diversidad bioldégica, amenazando los
ecosistemas, habitats y la salud humana, causando dafios econémicos directos y ambientales (CDB-
Convenio de Diversidad Bioldgica) (Fig. 2). Cuando una especie no se puede definir como exdtica pero
tampoco como nativa debido a la falta de conocimiento acerca de su origen en la regién estudiada, se
la considera criptogénica (Carlton 1996).
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Figura 2: Esquema integrado basado en Blackburn et al. (2011) y Robertson et al. (2020) visualizando el estado de las especies introducidas,
dados por una serie de barreras que pueden ser superadas para llegar a las distintas fases en el proceso de invasion.

El desplazamiento de especies acuaticas por el medio marino también se ha acelerado en las Ultimas
décadas gracias a la posibilidad del humano de atravesar largas distancias geograficas y a la creacién
de canales artificiales, donde el transporte es facilitado por la carga y descarga de agua de lastre de
navios, fouling o introducciones intencionales de especies para la acuicultura (Carlton 1985; Minchin &
Gollasch 2002). En particular, en la region del Atlantico Sudoccidental el registro del nUmero de
introducciones marinas ha aumentado mas de cuatro veces (unas 129 especies en total) en las ultimas
dos décadas. Esto se debe tanto a nuevas introducciones como al reconocimiento y reidentificacion
como exoticas a especies equivocamente registradas como nativas en el pasado (Schwindt et al. 2020).

En el intermareal rocoso, las comunidades bentdnicas presentan numerosos registros de invasiones en
todo el mundo, que van desde animales como moluscos y crustaceos (ej. McDermott 1998; Martinez
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2011) hasta macroalgas (Nyberg & Wallentinus 2005). Las macroalgas representan el segundo taxon de
especies exodticas mas diverso en el Atlantico Sudoccidental, después de los crustaceos, con 20
especies, incluyendo G. turuturu, reportadas hasta el momento (Schwindt et al. 2020). Estas
introducciones pueden llevar a una variedad de alteraciones, desde interacciones interespecificas o
cambios en la disponibilidad y en los ciclos de nutrientes hasta la reduccion de biodiversidad nativa y
extinciones, generando efectos irreversibles a largo plazo en estas comunidades (Carlton 2001; Casas
et al. 2004; PySek et al. 2020). G. turuturu fue recientemente reconocida por el Comité de Especies
Invasoras de Uruguay (https:/sieei.udelar.edu.uy/especies), presentando un riesgo de invasion alto
segun andlisis preliminares (Brazeiro et al. 2021; Vélez-Rubio et al. 2019b). A partir del afio 2021 se
estan efectuando estudios sobre su variabilidad anual y el posible efecto en la comunidad de algas
nativas en la costa de Rocha (Vélez-Rubio et al. en prep.). La correcta identificacion de especies cripticas
0 pseudo-cripticas introducidas (como puede ser el caso de G. turuturu) es fundamental para evitar
problemas en su eventual manejo, como la erradicacion accidental de una especie nativa o la falta de
accion a tiempo, dejando a la especie invasora afectar el sistema antes de conocer de su presencia (ej.
Geller 1999).

La dificultad que reviste la identificacion de algas del género Grateloupia, la escasa informacion existente
acerca del género en el pais y el reciente registro de una especie exética (G. turuturu) genera
incertidumbre a la hora de realizar la asignacion taxonomica de ejemplares encontrados en la costa
atlantica uruguaya. Mas aun, la llegada de G. turuturu y su presencia en la mayoria de las puntas rocosas
demuestra un posible establecimiento del alga. En base a estos antecedentes se espera que existan
tres especies del género Grateloupia en el intermareal rocoso uruguayo, las cuales son distinguibles por
sus caracteristicas morfologicas y genéticas. Asimismo, es posible que G. turuturu haya superado las
primeras etapas de una invasion biolégica, encontrandose establecida en la costa de Rocha.

El objetivo principal de este trabajo es caracterizar a las tres especies de Grateloupia presentes en la
costa atlantica uruguaya a nivel morfologico y molecular. Para ello se plantearon los siguientes objetivos
especificos:
¢ Realizar una revisién histérica de la presencia del género en Uruguay
o |dentificar a las especies del género utilizando caracteres morfolégicos y moleculares (analisis
filogenéticos de los marcadores COIl y rbclL)
e Realizar una aproximacion a la biologia y ecologia de G. turuturu con el fin de actualizar el
conocimiento de su situacion en la costa atlantica uruguaya
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Materiales y métodos

Revision bibliografica

Se realizé una busqueda de trabajos tanto actuales como histéricos sobre el género Grateloupia en
general, su presencia en la region y sobre especies invasoras de este género en motores web (Google
Scholar, SCOPUS, redalyc, Biodiversity Heritage Library). Debido a la falta de bibliografia histérica en la
web se prestd particular consideracion a las referencias mencionadas en trabajos taxonémicos y
floristicos clasicos, obtenidos a través del Museo Nacional de Historia Natural (MNHN, Montevideo) y de
museos internacionales, generando una base de datos de los registros histéricos de ejemplares del
género Grateloupia en Uruguay.

Obtencién de muestras

Los ejemplares utilizados para el estudio genético y morfol6gico provienen de muestreos sistematicos
de las comunidades de macroalgas que se realizan desde el afio 2015 por el grupo Macroalgas Marinas
de Uruguay (GMMU) (https://macroalgas.webnode.com.uy/). Se revisaron ademas las muestras
herborizadas del género Grateloupia existentes en la coleccion del MNHN (Herbario MVM, Montevideo)
donde a su vez, se depositd el material herborizado en este estudio (Anexo A) asociado a las secuencias
genéticas obtenidas. Complementariamente se revisaron fotografias de ejemplares uruguayos
depositados en el Herbario del Museo Argentino de Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia (MACN)
(Anexo B).

Analisis morfolégicos

Se realizaron analisis morfolégicos de cuatro ejemplares de G. turuturu en el Centro Regional
Universitario del Este (CURE), sede Rocha previamente fijados en formaldehido 4% en agua de mar, y
cinco ejemplares herborizados en el MNHN. G. cuneifolia y G. filicina han sido descritas
morfolégicamente para Uruguay anteriormente (Howe 1930; Coll 1976; Coll & Oliveira 1999). Se
realizaron mediciones y observaciones de morfologia general, ancho y largo del talo, ademas de tener
en cuenta el estado reproductivo y pigmentacion. Se realizaron también cortes histolégicos, que fueron
fijados en formaldehido 4% en agua de mar, para la observacion y medicidn de estructuras reproductivas
(cistocarpos Yy tetraesporangios) y estructuras vegetativas (cortex, médula, filamentos de la médula y
células estrelladas) a nivel celular bajo lupa binocular (Nikon SMZ 445) y microscopio éptico (Nikon
Eclipse E-100). Se tomaron fotografias utilizando una camara para microscopios (Micrometrix) y se
midieron las estructuras microscopicas posteriormente utilizando el programa ImageJ (Schneider et al.
2012).

Andlisis de caracteres moleculares

El analisis de DNA barcoding se llevd a cabo en el Laboratorio de Microbiologia del Instituto de
Investigaciones Biol6gicas Clemente Estable (IIBCE) (Fig. 3).

12



Figura 3: Imagenes tomadas durante el proceso de extraccion (A), amplificacion mediante PCR (B) y visualizacion de amplicones obtenidos
en gel de agarosa (C), llevado a cabo en el Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE). Se observan amplicones de
alrededor de 600 pb correspondientes a la secuencia parcial de rbcL con 540 pb.

Para este procedimiento se utilizaron nueve muestras de ejemplares identificadas en campo como
Grateloupia previamente congeladas provenientes de: “Cerro Rivero” y “La Viuda” en Punta del Diablo
(-34.0459, -53.5389), “El Cabito” en La Paloma (-34.6645, -54.1695) y “Las Mesitas” en Punta del Este
(-34.9640, -54.9509) (Fig. 4).
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Figura 4: Mapa de la costa de Uruguay marcando las localidades de donde provienen los ejemplares de Grateloupia utilizados para el
andlisis de caracteres moleculares. Las anclas indican localidades que tienen una zona portuaria.

Se extrajo el ADN de las muestras adaptando la metodologia de Martinez de la Escalera et al. (2017) a
macroalgas:

Procedimiento de extracciéon de ADN para macroalgas

1. Se lavaron las algas cortando en trozos pequefios (1-5 mm) en tubos de 1,5 ml conteniendo 1 ml de
agua ultrapura. Se agité en vortex a maxima velocidad durante 1 minuto y se pasaron a tubos de lisis
conteniendo microesferas de cerdmica.

2. Se agregaron 800 uL de Buffer de Extraccién (100mM Tris-HCI pH 8.0, 100mM EDTA pH 8.0, 200mM
Na-Fosfato pH 8.0, 1.5M NaCl, 01% CTAB). Se homogeneizaron en FastPrep (Biomedicals) por 40
segundos a 6 m/s y se centrifugaron a 5000 rpm en microcentrifuga MiniSpin (Eppendorf).

3. Se transfirié el sobrenadante a tubos de microcentrifuga estériles. Se agreg6 el mismo volumen de
cloroformo-isoamilico 24:1 y se homogeneizé. Luego de centrifugar a 11000 rpm durante 10 minutos se
colect6 la fase acuosa, la que se transfirié a tubos Eppendorf limpios y estériles. Este paso se repiti6 2
veces mas.

4. EI ADN contenido en la fase acuosa se precipitdé mediante el agregado de 0.6 volumen de isopropanol,
se homogeneiz6 moderadamente (vortex por 20 segundos) y se incub6 a temperatura ambiente por 1
hora.

5. Se centrifugé a 13000 rpm por 45 minutos y se descarté cuidadosamente el sobrenadante.

6. Se lavo el pellet agregando 200 uL de Etanol 70% (v/v) previamente refrigerado a -20°C, se volvié a
centrifugar a 13000 rpm por 15 minutos y se volvio a descartar cuidadosamente el sobrenadante.

7. Se seco el pellet 15 minutos a temperatura ambiente dentro de una camara de flujo laminar dejando
los tubos semi invertidos abiertos.
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8. El pellet fue resuspendido con 100 pl de agua ultrapura y se determiné la concentracién y pureza del
ADN obtenido midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm en Nanodrop (ThermoScientific™). Las muestras
de ADN fueron conservadas a -20°C hasta su posterior amplificacion.

Amplificacion de ADN

Se procedié a amplificar, mediante técnica de PCR las secuencias rbcL y COI con primers obtenidos de
la compafiia biotecnoldégica MACROGEN (Tabla 1), generados en base a los pares utilizados por
Freshwater & Rueness (1994), Zuccarello et al. (1999a) y Saunders (2005).

Las reacciones exitosas fueron realizadas de la siguiente manera:

Para cada 2 pL de ADN extraido (muestras con concentraciones de 36-122 ng/pL) se utilizaron 0,2 pL a
50 uM de cada primer (forward y reverse), 0,2 UL de Tag polimerasa (Invitrogen™), en conjunto con 2,9
pL del Buffer de PCR 10x (200 mM Tris HCI (pH 8.4), 500 mM KCI), 1,75 yL de MgCI2 (50 mM), 0,38 uL
de dNTPs (Invitrogen™) y 0,38 UL de seroalbimina bovina (BSA) a 30 pg/ml. Fue afadida agua ultrapura
hasta completar los 25 uL de cada tubo.

Para la amplificacion por PCR para el marcador rbcL se utilizaron los primers F577 (Forward) y R1150
(Reverse) y el programa de termociclador que se utilizo fue el siguiente:

e 95°C por 2 minutos;

e 35 ciclos de 93°C por 1 minuto, 47°C de temperatura de annealing por 1 minuto, 72°C por 2
minutos para la extension;

e 72°C por 2 min para la extension final.

Para el marcador COI se utilizaron los primers GazF1 (Forward) y GazR1 (Reverse), el protocolo de
termociclador fue de:

e 94°C por 2 minutos.
e 5ciclos de 94°C por 30 segundos, 45°C de temperatura de annealing por 30 segundos, 72°C
de temperatura de extensién por 1 minuto;

e 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 45,5°C de annealing por 30 segundos, 72°C de extension
por 1 minuto;
e 72°C por 7 minutos para la extension final.

Visualizacién y procesamiento de amplicones

Se separaron los amplicones mediante electroforesis en gel de agarosa 0,9%, tincion con Gel Red® y
visualizaciébn mediante luz ultravioleta. Se ajustaron las condiciones de PCR hasta obtener amplicones
Unicos del tamafio deseado. EI ADN amplificado fue escindido del gel, purificado mediante el kit
PureLink™ Quick Gel Extraction (Thermo Fisher) y luego enviado a MACROGEN para su secuenciacion.
Las secuencias obtenidas fueron subidas a la base de datos de libre acceso GenBank, asociadas al
material voucher depositado en el MNHN como base fundamental para correlacionar el andlisis
morfolégico con el molecular.
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Tabla 1: Lista de primers especificos para algas empleados en este estudio. Estdn marcados con asterisco los que amplificaron

exitosamente.

Nombre Posicién Marcador Secuencia Bibliografia
GazF1* Forward col 5'TCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’ Saunders (2005)
GazR1* Reverse col 5’ ACTTCTGGATGTCCAAAAAAYCA 3’ Saunders (2005)
GazF2 Forward col 5’ CCAACCAYAAAGATATWGGTAC 3’ Saunders (2005)
DumR1 Reverse col 5’ AAAAAYCARAATAAATGTTGA 3’ Saunders (2005)
cox2-for Forward cox2-3 5'-GTACCWTCTTTDRGRRKDAAATGTGATGC-  Zuccarello et al. (1999a)
3
cox3-rev Reverse cox2-3 5'-GGATCTACWAGATGRAAWGGATGTC-3’ Zuccarello et al. (1999a)
F321 Forward rbcL 5'-GAT ATCGATTT ATTTGAAGAAGG-3' Freshwater & Rueness (1994)
F492 Forward rbcl 5'-CGTATGGATAAA TTTGGTCG-3' Freshwater & Rueness (1994)
F577* Forward rbcL 5' -GTATATGAAGGTCT AAAA GGTGG-3' Freshwater & Rueness (1994)
F753 Forward rbcl 5' -GGAAGATATGT ATG AAA GAGC-3' Freshwater & Rueness (1994)
F939 Forward rbcL 5'-TTCCGTGTAATTTGT AAGTGG-3' Freshwater & Rueness (1994)
F993 Forward rbcl 5' -GGT ACTGTTGT AGGT AAA TT AGAAGG- Freshwater & Rueness (1994)
3
F1237 Forward rbcl 5'-CCAGATGGTATTCAAGCAGGTGC-3' Freshwater & Rueness (1994)
F1237-rev Reverse rbcl 5'-TGTGTTGCGGCCGCCCTTGTGTT Freshwater & Rueness (1994)
AGTCTCAC-3'
R1381 Reverse rbcl 5'-A TCTTTCCATAGATCT AAA GC-3' Freshwater & Rueness (1994)
R1150%* Reverse rbcl 5'-GCATTTGTCCGCAGTGAA TACC-3' Freshwater & Rueness (1994)
R753 Reverse rbcL 5'-GCTCTTTCATACATATCTTCC-3' Freshwater & Rueness (1994)
R406 Reverse rbcL 5'-CAT ATCTTCT AAGCGT AAA GC-3' Freshwater & Rueness (1994)

Analisis bioinformaticos y filogenéticos

Las secuencias obtenidas se editaron y ensamblaron en contigs usando el programa BioEdit (Hall 1999).
Posteriormente se alinearon con secuencias de otros ejemplares de la region e internacionales obtenidas
desde la base de datos GenBank, prestando particular atencién a los metadatos y a la existencia de
material voucher de los ejemplares secuenciados para poder relacionar la informacion morfolégica y
molecular. Se realizaron reconstrucciones filogenéticas con los marcadores COI, rbcL y con ambos
genes concatenados, a partir de los alineamientos (MUSCLE) obtenidos con el programa MEGA-X
(Kumar et al. 2018).

Para el andlisis del marcador rbcL, las secuencias se alinearon con 36 secuencias del mismo marcador
provenientes de ejemplares identificados como Grateloupia en GenBank. Una secuencia del género
Pachymenia y dos secuencias del género Halymenia fueron utilizadas como grupo externo. En total, el
alineamiento fue hecho con 541 sitios.

La reconstruccion filogenética obtenida a partir de las secuencias del marcador COI fue hecha de la
misma manera: las secuencias fueron comparadas con 14 secuencias de Grateloupia de alrededor del
mundo, con dos secuencias del género Pachymenia utilizadas como grupo externo. El alineamiento final
se hizo con 530 sitios.

Los dos ejemplares para los que fueron secuenciados ambos marcadores fueron analizados en conjunto
con secuencias concatenadas (rbcL + COI) de Grateloupia de alrededor del mundo, prestando atencion
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en que las secuencias provengan del mismo organismo en base a su numero voucher. El arbol fue
reconstruido utilizando el método de Maxima Verosimilitud, modelo Tamura-Nei con 1000 réplicas de
Bootstrap. De grupo externo se usaron secuencias concatenadas de ejemplares de Halymenia.

Se utilizaron distintos métodos de analisis (Maxima verosimilitud y Neighbour Joining) y se compararon
los resultados.

Analisis biolégico v ecologico de G. turuturu

Se realizaron muestreos de G. turuturu en la zona de la Armada Nacional en la Bahia Grande de La
Paloma (-34.6580, -54.1450), donde el GMMU se encuentra realizando muestreos mensuales desde
junio del 2021. Los datos abioticos del agua (temperatura, turbidez, oxigeno disuelto, pH, y salinidad)
fueron tomados con multiparametro Horiba U-50. Fueron tomadas tres réplicas por muestreo desde junio
del 2021 hasta abril del 2022 (10 meses).

Se recolectaron como minimo 10 ejemplares al azar por muestreo mensual de los cuales se tomaron
sus medidas: largo total, ancho y peso humedo individual. Los individuos encontrados en fase
reproductiva, ya sea gametofitica como tetraesporofitica, fueron tomados como fértiles, mientras que los
individuos que no mostraran estructuras reproductivas visibles fueron considerados como infértiles.
Fueron analizados un total de 84 ejemplares en estado fértil y 167 ejemplares en estado infértil.

Se analizaron los parametros biol6gicos y poblacionales de los ejemplares, se obtuvieron las relaciones
largo-peso y se consideraron relaciones entre la presencia y caracteristicas de los individuos con los
datos ambientales y temporales utilizando el programa estadistico Rstudio (Rstudio team 2020). Fueron
realizados tests de Kruskal-Wallis para comparaciones entre dos grupos, y T test de Welch con Tests
post hoc de Holm para comparaciones entre mas de dos grupos. Los paquetes utilizados fueron: dplyr,
readxl, tidyverse, gridExtra, stringr, ggpubr, gamlss, gamlss.data, gamlss.dist y ggplot2.
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Resultados

Reqistros historicos del género Grateloupia en Uruguay

Se hallaron registros de ejemplares del género para la costa uruguaya desde el afio 1925 hasta el afio
1996 (sin incluir los del presente estudio depositados en el MNHN), identificados como: G. cuneifolia, G.
filicina, G. gibbesii, G. doryphora y Grateloupia sp. (Fig. 5).

Especie

B Grateioupia cuneioiia
W crateioupia doryphora
. Grateloupia filicina
B cratcioupia givbesii
B crateloupia sp.

Reaistros para Uruguay

1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1980
Década

Figura 5: NUmero de registros histdricos por década de las especies de Grateloupia de Uruguay desde el afio 1925 hasta el afio 1996.

El primer registro del género Grateloupia para Uruguay fue un ejemplar de G. cuneifolia proveniente del
puerto de La Paloma (Rocha) del afio 1925, actualmente depositado en el herbario de la University of
Michigan, EEUU. Ejemplares identificados como Grateloupia gibbesii Harvey de los afios 1926 y 1927
colectados en la localidad de La Paloma estan depositados actualmente en el herbario de la University
of California, Berkeley, EEUU (Ver Anexo C).

El herbario del MACN posee registros de macroalgas identificadas por W. F. Farnham en 1981 como G.

doryphora; una del afio 1926, sin identificar colector y otra de 1969 colectada por Carmen Pujals, ambas
provenientes de La Paloma. Se encuentran también alli algas colectadas desde 1974 a 1987 por Carmen
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Pujals, identificadas como Grateloupia sp. y G. cuneifolia y dos registros del afio 1984, colectadas por
A. Hareau y S. Silva, también identificados como G. cuneifolia, provenientes de Punta del Este
(Maldonado) (Anexo B).

En la coleccién del Herbario MVM del MNHN se encontraron ejemplares del género Grateloupia
ingresados desde el afio 1926 en el caso de G. filicina (MVM 13569, MVM 13570) y desde el afio 1927
en el caso de G. cuneifolia (Herbario C. de Franco 694, sin numero voucher en el herbario MVM). A su
vez, se revisaron muestras de macroalgas de la coleccién del herbario de la Facultad de Ciencias,
UdelaR, donde se hallaron varios ejemplares identificados como G. cuneifolia provenientes de
Maldonado, colectados e identificados por A. Hareau a principios de la década de 1980 (Tabla 2).
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Tabla 2: Ejemplares herborizados de macroalgas identificadas como Grateloupia ingresados al Herbario del Museo Nacional de Historia
Natural, Montevideo (MVM), el herbario del Museo Argentino de Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia (Herbario BA) y el herbario de
Facultad de Ingenieria, UdelaR (IG) provenientes de la costa uruguaya.

Colector Especie Identificador Procedencia Fecha Numero de
registro

C. de Franco Grateloupia filicina J. Coll La Paloma 19-jul-1926 MVM13569

C. de Franco Grateloupia filicina J. Coll La Paloma 19-jul-1926 MVM13570

No especificado Grateloupia filicina J. Coll Punta del Este mar-1945 MVM10646

No especificado Grateloupia cuneifolia W. R. Taylor Punta del Este mar-1945 MVM10622

No especificado Grateloupia cuneifolia J. Coll Sta. Teresa de la 08-may-1951 MVM3706
Coronilla (Rocha)

No especificado Grateloupia cuneifolia W. R. Taylor La Paloma 1930 MVM4292

No especificado Grateloupia cuneifolia W. R. Taylor La Paloma 1930 MVM4287

No especificado Grateloupia cuneifolia W. R. Taylor La Paloma 1930 MVM4288

C. de Franco Grateloupia cuneifolia J. Coll La Paloma (costa 16-may-1927 MVM s/n (C. de
norte de la isla) Franco 694)

No especificado Grateloupia cuneifolia No especificado Punta del Este (Muelle  17-dic-1983 IGS/N
Mailhos)

A. Hareau Grateloupia cuneifolia No especificado Punta del Este (Muelle 1-abr-1984 IG PE2
Mailhos)

A. Hareau Grateloupia cuneifolia H. S. Sorio Punta del Este 1-abr-1984 IG PE/2.d

A. Hareau. & S. Grateloupia cuneifolia C. Pujals Isla Gorriti (Muelle 18-mar-1984 IG10.a

Silva Puerto Jardin)

A. Hareau. & S. Grateloupia cuneifolia No especificado Isla Gorriti (Muelle 18-mar-1984 IG7

Silva Puerto Jardin)

A. Hareau. & S. Grateloupia filicina No especificado Ruta 10 Km 166 ene-1984 IGS/N

Silva (Punta piedra)

C. Pujals Grateloupia sp. No especificado La Paloma abr-1974 BA26735

C. Pujals Grateloupia sp. No especificado La Paloma abr-1987 BA33690

C. Pujals Grateloupia doryphora W. F. Farnham La Paloma abr-1969 BA17668

No especificado Grateloupia doryphora W. F. Farnham La Paloma oct-1926 BA9033

A. Hareau. & S. Grateloupia cuneifolia No especificado Isla Gorriti (Muelle mar-1984 BA33498

Silva Puerto Jardin)

A. Hareau. & S. Grateloupia cuneifolia No especificado Isla Gorriti (Muelle mar-1984 BA33499

Silva Puerto Jardin)

No se encontraron registros histdricos de macroalgas identificadas como G. gibbesii ni como G. turuturu
en la coleccion del Herbario del MNHN. En el presente estudio se depositaron cinco ejemplares de G.
turuturu (MVM 23491, MVM 23493, MVM 23497, MVM 23498 y MVM 23499), cuatro de ellos asociados
a secuencias genéticas. También fue depositado un ejemplar de G. filicina (MVM 23492), asociado a
una muestra de rbcL y tres ejemplares de G. cuneifolia (MVM 23494, MVM 23495 y MVM 23496), dos
de ellos asociados a muestras genéticas (Tabla 3).
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Tabla 3: Identificacién de ejemplares de Grateloupia depositados en el herbario del Museo Nacional de Historia Natural, Montevideo
(herbario MVM) en este estudio, asociados a sus respectivas secuencias utilizadas para la caracterizacién genética. GMMU= Grupo
Macroalgas Marinas de Uruguay, FS= Fabrizio Scarabino, GV-R= Gabriela Vélez-Rubio, MVM= Herbario de Montevideo.

Numero de Especie Fecha de Sitiode  Localidad Departamento Colector Accession Accession COI
registro colecta colecta rbcl
MVM 23499 Grateloupia  01/25/2021  ElCabito LaPaloma Rocha FS ON952412
turuturu
MVM 23493 Grateloupia  9/29/2019 Cerro Punta del Rocha GV-R ON952410 ON959263
turuturu Rivero Diablo
MVM 23498 Grateloupia  04/01/2017 La La Paloma Rocha GMMU
turuturu Paloma
MVM 23496 Grateloupia  27/10/2019  Cerro Punta del Rocha GMMU ON952413
cuneifolia Rivero Diablo
MVM 23495 Grateloupia  07/01/2021  Cerro Punta del Rocha GV-R
cuneifolia Rivero Diablo
MVM 23494 Grateloupia ~ 29/09/2019  Cerro Punta del Rocha GV-R ON952414 ON959264
cuneifolia Rivero Diablo
MVM 23497 Grateloupia  2029-07-17 LaViuda Punta del Rocha GV-R ON952409
turuturu Diablo
MVM 23492 Grateloupia  07/01/2021  Cerro Punta del Rocha GV-R ON952415
filicina Rivero Diablo
MVM 23491 Grateloupia  1/10/2019 Las Punta del Maldonado GMMU ON952411
turuturu Mesitas Este

Caracterizacién morfoldgica

Fueron analizados morfol6gicamente un total de nueve ejemplares de G. turuturu, cinco de ellos
herborizados (MVM 23499, MVM 23493, MVM 23498, MVM 23497 y MVM 23491; Tabla 3) y cuatro
previamente fijados en formaldehido al 4% con agua de mar. Las frondes se vieron lineales a
lanceolados, generalmente irregulares y a veces laciniados hacia los apices, con proliferaciones
marginales variables, generalmente hacia la base de la fronde. Mostraron estipe cuneado corto y disco
basal de fijacion muy pequefio en comparacién con el tamafio de la fronde. Generalmente varias frondes
salen de un disco basal. Talos lisos en estadio infértil, levemente rugosos y manchados en fase de
carposporofito y muy rugosos y gruesos en fase tetraesporofitica (Fig. 6¢).
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Figura 6: Imagenes de morfologia general de los talos de Grateloupia cuneifolia (A), Grateloupia filicina (B) y
Grateloupia turuturu (C). Fotografias por Carolina Sejas (2020).

De los cortes histologicos se pudo diferenciar un cortex de 25-42,5 ym de ancho, conformado por
aproximadamente 6-7 capas celulares, con una capa de células elipticas hacia el exterior, una regién de
médula de baja densidad (100-498 um de ancho) con presencia de células estrelladas y filamentos
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medulares dispuestos de manera anticlinal y periclinal (Fig. 7). En individuos fértiles se observaron
cistocarpos de 152-362 um de diametro. No se encontraron tetraesporangios ni espermatangios en los
cortes de los individuos analizados.

Figura 7: Fotografias de microscopia éptica de las distintas estructuras de los ejemplares de G. turuturu analizadas. Corte transversal cerca
de la base del talo, mostrando la transicion abrupta entre el cortex y la médula (A); corte transversal de cértex, mostrando las 6-7 capas
celulares y la transicion abrupta con la médula (B); filamentos de la médula con células estrelladas (C y D).

Los ejemplares de Grateloupia filicina presentaron consistencia gelatinosa y firme, con tamafios de 6-12
cm de largo total y de 2-5 mm de ancho. Presentan un pequefio disco basal para la adhesion al sustrato,
un estipe muy corto subcilindrico menor a 1 cm, del cual se originan varias frondes aplanadas de hasta
~260 pm de ancho. Presentan ramificaciones abundantes e irregulares de formas pinnadas o alternas y
con presencia de abundantes proliferaciones marginales a lo largo de todo el talo (Fig. 6b).

Los ejemplares identificados como Grateloupia cuneifolia presentaron frondes lanceoladas, a veces
laciniadas en individuos mas grandes, de consistencia gelatinosa firme a carnosa y resbaladizas. Con
dimensiones de hasta 35 cm de largo total y hasta 3 cm de ancho. Presentan un pequefio disco basal
por el cual pueden salir varios talos de un estipe cuneado muy corto. Las frondes llegan a ~380 um de
espesor, con proliferaciones marginales presentes, generalmente hacia la base del talo. De cada base
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se generan varias frondes de dimensiones similares, con una o dos de mayor tamafio que las demés
(Coll 1976) (Fig. 6c).

Identificacidn en base a la informacién de marcadores moleculares

Se obtuvieron un total de 7 secuencias parciales del gen rbcL de aproximadamente 580 pares de bases
de 4 ejemplares identificados morfolégicamente como G. turuturu (ON952409, ON952410, ON952411 y
ON952412), 2 ejemplares de G. cuneifolia (ON952413 y ON952414) y 1 ejemplar de G. filicina
(ON952415), utilizando los primers F755 y R1150 (Tabla 1).

La primera aproximacion filogenética fue reconstruida con la metodologia de Neighbour joining (NJ) con

2000 réplicas de Bootstrap. Se muestra el arbol 6ptimo con una suma total del largo de las ramas
(0.54774115) (Fig. 8).
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— ON952412 Grateloupia turuturu Voucher MVM 23499 (La Paloma)
KP976177.1 Grateloupia turuturu voucher IBC 2204 (Brazil)
AY100002.1 Grateloupia turuturu (UK)
ON952411 Grateloupia turuturu Voucher MVM 23491 (Punta del Este)
9 | ON952409 Grateloupia turuturu Voucher MVM 23497 (Punta del Diablo)
ON952410 Grateloupia turuturu Voucher MVM 23493 (Punta del Diablo)
AY100003.1 Grateloupia turuturu (France)
84 || AF488820.1 Grateloupia turuturu (Japan)
KP976174.1 Grateloupia turuturu voucher IBC 2203 (Brazil)
100 ||~ KP976175.1 Grateloupia turuturu voucher IBC 2207 (Brazil)
AY100004.1 Grateloupia turuturu (USA)
a4 AF488818.1 Grateloupia turuturu (USA)
& A8055475 1 Grateloupia turuturu (Japan)
AJB68465.1 Grateloupia capensns (South Africa)
AJ868467.1 Grateloupia capensis voucher GENT ODC924 (South Africa)
JX645160.1 Grateloupia gibbesii voucher SD4 (USA)
9 MK919024.1 Grateloupia sp. voucher IBC 2030 (Brazil)
MW148223.1 Grateloupia gibbesii voucher HGI:A20506 (Egypt)
99 100 1l Mw148221.1 Grateloupia gibbesii voucher HGI:A20497 (Egypt)
g7 | MW148222 1 Grateloupia gibbesii voucher HGI:A20420 (Egypt)
ON952413 Grateloupia cuneifolia (Phyllymenia sp.) Voucher MVM 23496 (Punta del Diablo)
ON952414 Grateloupia cuneifolia (Phyllymenia sp.) Voucher MVM 23494 (Punta del Diablo)
- AB038607.1 Grateloupia imbricata
AB038605.1 Grateloupia elliptica
AB038609.1 Grateloupia divaricata
% | AB055472.1 Grateloupia filicina (Italy)
AB055471.1 Grateloupia filicina (ltaly)
AY775389 1 Grateloupia filicina voucher H7103a (France)
MK919019.1 Grateloupia sp. voucher IBC 2079 (Brazil)
AJ868486.1 Grateloupia filicina (Dutch West Indies)
AJ868487.1 Grateloupia filicina (Venezuela)
AB038612.1 Grateloupia filicina (Malaysia)

100

100

67

89 U04212.1 Grateloupia filicina (USA)
- MK919022.1 Grateloupia sp. voucher IBC 0506 (Brazil)
ON952415 Grateloupia cf. filicina Voucher MVM 23492 (Punta del Diablo)

5 AY772029.1 Grateloupia filicina (Sri Lanka)
_{— KX586173 1 Halymenia floridana voucher IBC 0054

KX586174.1 Halymenia cearensis voucher IBC 2143
KM360034.1 Pachymenia carnosa voucher GWS000347

0.010

Figura 8: Reconstruccion filogenética del marcador rbcl utilizando el método de Neighbour Joining (NJ) con los ejemplares provenientes de
la costa atlantica uruguaya secuenciados en este estudio (en rojo) y secuencias de Grateloupia de alrededor del mundo. Secuencias de
Halymenia y Pachymenia fueron utilizadas como grupo externo. La escala de las ramas estda medida en nimero de sustituciones por sitio.

Con las mismas secuencias se reconstruyé una filogenia mediante la metodologia de Méxima
Verosimilitud utilizando el modelo de Tamura de 3 parametros con distribucion Gamma y 1000 réplicas
de Bootstrap. Se muestra el arbol (Fig. 9) con Log verosimilitud mas alto (-2270,13), donde se puede
observar que las secuencias de G. turuturu provenientes de este estudio se agrupan en un clado
monofilético muy bien respaldado (99%) con otras secuencias atribuidas ejemplares del mismo taxén de
alrededor del mundo. Las secuencias de G. cuneifolia aqui obtenidas se encuentran en un clado
monofilético también muy bien respaldado con secuencias de G. gibbesii provenientes de los Estados
Unidos y de Egipto, y una secuencia de Grateloupia sin identificar proveniente de Rio de Janeiro, Brasil
(Voucher IBC 2030). La secuencia del ejemplar identificado morfolégicamente como G. filicina se agrupa
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con secuencias de ejemplares atribuidos al mismo nombre, con distancias de divergencia mayores entre
todas ellas, formando un clado bien respaldado con una secuencia proveniente de Sri Lanka y una de
Grateloupia sin identificar proveniente de Rio de Janeiro, Brasil (Voucher IBC 0506) (Figs. 8-9).

Las divergencias, medidas en porcentaje de sustituciones por sitio, entre el clado G. turuturu y el clado
G. cuneifolia/gibbesii fue de 6,1%-8,3%, entre G. turuturu y G. filicina fue de 6,5%-8,7%, y entre los
clados G. cuneifolia/gibbesii y G. filicina fue de 7,3%-9,5% (Tabla 4). Para los ejemplares provenientes
de la costa uruguaya, las distancias entre G. turuturu y G. cuneifolia fueron de hasta 7,08%, entre G.
turuturu y G. filicina fueron de hasta 8,48% y entre G. cuneifolia y G. filicina fue de 7,88% (Tabla 5).

ON952411 Grateloupia turuturu Voucher MVM 23491 (Punta del Este)
KP976174.1 Grateloupia turuturu voucher IBC 2203 (Brazil)
KP976175.1 Grateloupia turuturu voucher IBC 2207 (Brazil)
KP976177.1 Grateloupia turuturu voucher IBC 2204 (Brazil)
53| AF488820.1 Grateloupia turuturu (Japan)
AY100002.1 Grateloupia turuturu (UK)
- ON952412 Grateloupia turuturu Voucher MVM 23499 (La Paloma)
53 || AY100003.1 Grateloupia turuturu (France)

" ON952409 Grateloupia turuturu Voucher MVM 23497 (Punta del Diablo)

ON952410 Grateloupia turuturu Voucher MVM 23493 (Punta del Diablo)

AF488818.1 Grateloupia turuturu (USA)
AY100004.1 Grateloupia turuturu (USA)
AB055475.1 Grateloupia turuturu (Japan)

100 IAJ868465 1 Grateloupia capensns (South Africa)

AJ868467.1 Grateloupia capensis voucher GENT ODC924 (South Africa)

MW148223.1 Grateloupia gibbesii voucher HGI:A20506 (Egypt)
80 MW148221.1 Grateloupia gibbesii voucher HGI:A20497 (Egypt)
53 MW148222.1 Grateloupia gibbesii voucher HGI:A20420 (Egypt)
[ 0 JX645160.1 Grateloupia gibbesii voucher SD4 (USA)

ON952413 Grateloupia cuneifolia (Phyllymenia sp.) Voucher MVM 23496 (Punta del Diablo)

MK919024.1 Grateloupia sp. voucher IBC 2030 (Brazil)
ON952414 Grateloupia cuneifolia (Phyllymenia sp.) Voucher MVM 23494 (Punta del Diablo)

AB038609.1 Grateloupia divaricata
?‘EBO%GOH Grateloupia imbricata
87 AB038605.1 Grateloupia elliptica

AY775389.1 Grateloupia filicina voucher H7103a (France)
2 8 |y AB055472.1 Grateloupia filicina (taly)
91 ' AB055471.1 Grateloupia filicina (ltaly)
MK919019.1 Grateloupia sp. voucher IBC 2079 (Brazil)
AJ868486.1 Grateloupia filicina (Dutch West Indies)
AJ868487.1 Grateloupia filicina (Venezuela)
U04212.1 Grateloupia filicina (USA)
—— AB038612.1 Grateloupia filicina (Malaysia)
[ ON952415 Grateloupia cf. filicina Voucher MVM 23492 (Punta del Diablo)

6
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s MK919022.1 Grateloupia sp. voucher IBC 0506 (Brazil)

AY772029.1 Grateloupia filicina (Sri Lanka)
_{;KXS%WS 1 Halymenia floridana voucher IBC 0054
KX586174.1 Halymenia cearensis voucher IBC 2143
KM360034.1 Pachymenia carnosa voucher GWS000347

0.050

Figura 9: Reconstruccion filogenética del marcador rbcL utilizando el método de Maxima Verosimilitud (ML) de los ejemplares provenientes
de la costa atlantica uruguaya secuenciados en este estudio (en rojo) y secuencias de Grateloupia de alrededor del mundo. Secuencias de
Halymenia y Pachymenia fueron utilizadas como grupo externo. La escala de las ramas esta medida en nimero de sustituciones por sitio
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Tabla 5: divergencias genéticas, medidas en sustituciones cada 100 pares de bases, entre los ejemplares de
Grateloupia analizados en este estudio para el marcador rbcL. En azul: divergencia entre G. turuturu y G. cuneifolia,
en gris: divergencia entre G. turuturu y G. filicina y en amarillo: divergencia entre G. cuneifolia y G. filicina.

1 2 3 4 5 6
1 ON952412 G. turuturu
2 ON952411 G. turuturu 0.74
3  ON952409 G. turuturu 1.12 0.37
4 ON952410 G. turuturu 0.74 0.00 0.37
5 ON952413 G. cuneifolia 7.08 6.29 6.69 6.29
6 ON952414 G. cuneifolia 7.08 6.29 6.69 6.29 0.00
7 ON952415 G. filicina 8.48 8.08 8.48 8.08 7.88 7.88

Respecto al marcador COI, se obtuvieron 2 secuencias de aproximadamente 630 pares de bases, una
de G. turuturu (ON959263) y una de G. cuneifolia (ON959264) identificadas por su morfologia (Tabla 3),
utilizando los primers GazF1 y GazR1 (Tabla 1). Para ambos marcadores, las secuencias de G. turuturu
de Uruguay forman clados monofiléticos con secuencias de la misma especie de alrededor del mundo
(Figs. 8-11).

El arbol (Maxima verosimilitud) que se muestra (Fig. 10) es el de mayor Log Verosimilitud (-1775,18). Se
observa un clado monofilético con todas las secuencias de G. turuturu subdividido en dos clados
menores, uno con secuencias de G. turuturu de Brasil y otro con ejemplares de Corea del Sur, Espafia
y el del presente estudio. En otro clado se encuentra la secuencia del ejemplar identificado como
Grateloupia cuneifolia. con secuencias de Grateloupia sp. provenientes de Brasil.
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KP976170.1 Grateloupia turuturu voucher IBC 2008 (Brazil)
KP976172.1 Grateloupia turuturu voucher IBC 2204 (Brazil)
KP976171.1 Grateloupia turuturu voucher IBC 2207 (Brazil)
KF475725.1 Grateloupia turuturu voucher G020 (South Korea)

100 | KJE648543.1 Grateloupia turuturu voucher G047 (South Korea)

M KP271166.1 Grateloupia turuturu voucher FCCQ1583 (Spain)
KJE48544 1 Grateloupia turuturu voucher G048 (South Korea)
ON959263 Grateloupia turuturu voucher MVM 23493 (Punta del Diablo)

@
)

99

MK919062.1 Grateloupia sp. voucher IBC 2014 (Brazil)
10 | MK919076.1 Grateloupia sp. voucher IBC 2029 (Brazil)
ON959264 Grateloupia cuneifolia (Phyllymenia sp.) voucher MVIM 23494 {Punta del Diablo)
MK919075.1 Grateloupia sp. voucher IBC 2030 (Brazil)

72 100 | JX475004. 1 Grateloupia lanceolata voucher G022
JX475006.1 Grateloupia lanceolata voucher G015
82 JX475024.1 Grateloupia elliptica voucher CJ100228-9

100 1 JX475023.1 Grateloupia elliptica voucher G014

KU382032.1 Pachymenia camosa
MF447483.1 Pachymenia orbiculans voucher A-GW2014030608

1Y

k]

Figura 10: Reconstruccidn filogenética del marcador COI utilizando el método de Maxima Verosimilitud de los ejemplares de Grateloupia
provenientes de la costa atlantica uruguaya secuenciados en este estudio (en rojo) y secuencias de Grateloupia de alrededor del mundo.
Secuencias del género Pachymenia fueron utilizadas como grupo externo. La escala de las ramas estd medida en nimero de sustituciones
por sitio.

Para el andlisis de ambos marcadores concatenados, se muestra el arbol con mayor Log verosimilitud
(-3440,49) (Fig. 11). Se puede observar que los ejemplares de G. turuturu de Uruguay forman un clado
con todas las otras secuencias de G. turuturu y un clado interno con el ejemplar proveniente de Corea
del Sur, diferenciado de los ejemplares de Brasil. El ejemplar identificado como G. cuneifolia de Uruguay
se agrup6 con ejemplares de Grateloupia sp. provenientes de Brasil (Voucher IBC 2030 y Voucher IBC
2014).
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ss, Grateloupia turuturu voucher IBC 2204 rbcL+COl (Brazil)

= Grateloupia turuturu voucher IBC 2008 rbcL+COl (Brazil)

100 |' Grateloupia turuturu voucher IBC 2207 rbcL+COl (Brazil)
Grateloupia turuturu voucher G020 rbcL+COl (South Korea)

67' Grateloupia turuturu voucher MVM 23493 rbcL+COl (Punta del Diablo)

| Grateloupia sp. voucher IBC 2014 rbcL+COI (Brazil)

0% L‘ Grateloupia cuneifolia (Phyllymenia sp.) voucher MVM23494 rbcL+COI (Punta del Diablo)
99 ' Grateloupia sp. voucher IBC 2030 rbcL+COl (Brazil)
Grateloupia catenata voucher HAL008 rbcL+COl

52 _': Grateloupia sp. voucher IBC 2080 rbcL+COI
%

Grateloupia sp. voucher IBC 2009 rbcL+COI

I Halymenia elongata voucher IBC 2094 rbcL+COIl

100 Halymenia cearensis voucher IBC 2143 rbcL+COI

i

0.050

Figura 11: Reconstruccion filogenética de ambos marcadores concatenados (rbclL+COl), utilizando el método de Maxima Verosimilitud para
los ejemplares de Grateloupia provenientes de la costa atlantica uruguaya secuenciados en este estudio (en rojo), y secuencias de
Grateloupia de alrededor del mundo. Secuencias del género Halymenia fueron utilizadas como grupo externo. La escala de las ramas esta
medida en numero de sustituciones por sitio.
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Biologia y ecologia de Grateloupia turuturu en Uruguay

A partir del 2015 se han encontrado ejemplares de G. turuturu en puntas rocosas desde Pirigpolis,
Maldonado hasta el area marina protegida Cerro Verde e Islas de La Coronilla, Rocha (observado en
salidas de campo del GMMU), creciendo principalmente en el intermareal medio y bajo. En la zona de
la Armada Nacional en la Bahia Grande de La Paloma, se encontraron ejemplares creciendo en el
intermareal medio y bajo durante todo el afio, sobre roca expuesta, mejillones, y estructuras metélicas y
plasticas. Se encontraron ejemplares en estadios fértiles (gametofitos y tetraesporofitos) y en estadios
infértiles (vegetativos) en todos los muestreos y todas las estaciones del afio. Solamente la medida de
largo de los individuos infértiles presenta diferencias significativas entre las estaciones del afio (Fig. 12).

No se observaron diferencias significativas en relacion a la estacion del afio estudiado para los pesos
(p=0,43) y largos (p=0,40) de individuos fértiles (Test de Kruskal-Wallis). Las medidas de pesos de los
talos vegetativos tampoco mostraron diferencias entre las estaciones del afio (p=0,10). Los valores de
largo de talos vegetativos muestran un patron de crecimiento desde el otofio hasta primavera y verano,
con diferencias significativas entre estaciones (Test de Kruskal-Wallis, p<0,005). Tests post-hoc
realizados utilizando la correccién de Holm indicaron mayores tamafios en primavera y verano respecto
al otofio (p<0,005) y mayores tamafios en verano que en invierno (p<0,005). El individuo mas largo y el
de mayor peso, ambos fértiles, fueron registrados durante el verano (Fig. 12).

31



Largo (cm)

Peso (g)

Fértil
3)=2.94, p =0.40, %2 —0.04. Clgas [0.01. 1.00]. n,.= 84

. (
i Krusksl-Wallis ordinal

40 | io

201 3 =
A - T
Oti;ﬁ':l In'v'ielrn-:n Prim:la'v'era "v"erém-:l
Infértil
Iijus(sl—Wsllis(S)= 24 89 p =1.63e-05, é\irdinsl =0.15, Clgss, [0.08, 1.00], n,p.= 166
&
&
&
604
401
201
0 - - -
Otofio Invierno Primavera Verano
Fertil
Yo a3 =2.76.p =043, €2 =0.03, Clges [0.01. 1.00]. 1o = 82
801
604
401
201 s
== A
04 B o
Otofio Invierno Primavera Verano
Infértil
Yo erwanin(3)=6.35.p =010, €2 =0.04. Clges [0.02, 1.00]. ngp.= 149
751
501
25 1 ;' &2
Otofio Invierno Primavera Verano
Estacion

Figura 12: diagramas de caja de las medidas de largo (cm) (A) y peso (g) (B) por
estacion del afio tomadas en ejemplares fértiles e infértiles de G. turuturu. Como
fértiles se tomaron a los individuos gametofiticos y tetraesporofitos, y como
infértiles se tomaron a los organismos que no presentaran estructuras reproductivas
visibles. Muestras obtenidas en la zona de la Armada Nacional en la Bahia Grande de
La Paloma (-34.6580, -54.1450) entre junio de 2021 y abril de 2022. Diferencias
significativas entre estaciones marcadas con asteriscos.
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Se encontraron diferencias significativas (Test-T de Welch) en las tres medidas entre organismos fértiles
e infértiles: las frondes de individuos fértiles presentaron mayor media de ancho (p<0,001), largo
(p<0,001) y mayor peso individual (p<0,005) (Fig. 13).

tween(134.51) = 513, p = 9.94€-07, Gireqes =-0.71 tween(99.68) = -4.76, p = 6.550-06, Gryegges = -0.76 tween(154.01) = -3.12, p = 2.186-03, Gijesges =-0.43

1251

10.0 75

)

E ]
Ew
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Peso (g)

20

o
0.0
Infértil Feértil Infértil Feértil Infértil Feértil

Figura 13: Comparacion de medidas de individuos de Grateloupia turuturu muestreados en la zona de la Armada Nacional en la Bahia
Grande de La Paloma (-34.6580, -54.1450) entre junio 2021 y abril 2022, divididos en ejemplares fértiles e infértiles. Como fértiles se
tomaron a los individuos gametofiticos y tetraesporofitos, y como infértiles se tomaron a los organismos que no presentaran estructuras
reproductivas visibles. Test-t de Welch, indicando diferencias significativas entre las tres medidas.

Los organismos muestreados presentaron tamafios de talo que variaron desde 1,8 cm hasta 68 cm de
largo, 0,5 cm a 12,5 cm de ancho y mostraron pesos individuales de 0,1 g hasta 95 g dependiendo de
la fase del ciclo de vida en que se encontraban (Tabla 6). La relacion largo-peso de los organismos
fértiles se ajustdé a una curva caracterizada por la ecuacion: y = 0,00567x2 + 0,431x — 2,84 (R2=0,626,
p <0,0001) y la relacion lago-peso de los individuos infértiles dio una curva caracterizada por la ecuacién
y = 0,0239x2 — 0,263x + 1,49 (R?=0,820, p<0,0001) (Fig. 14).
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Tabla 6: Dimensiones y pesos de los ejemplares de Grateloupia turuturu muestreados por el Grupo Macroalgas Marinas de Uruguay en la

zona de la Armada Nacional en la Bahia Grande La Paloma (-34.6580, -54.1450). Como fértiles se tomaron a los individuos gametofiticos y

tetraesporofitos, y como infértiles se tomaron a los organismos que no presentaran estructuras reproductivas visibles. NUmero de

organismos fértiles = 84, nimero de organismos infértiles = 167, ds = Desvio estandar.

Medida Fase Promedio * ds Max. Min.
Largo Infértil 16,4+ 11,4 cm 63,0 cm 1,8cm
Fértil 25,9+14,9cm 68,0 cm 5,4 cm
Ancho Infértil 3,1+1,5cm 7,0cm 0,5cm
Fértil 4,6+2,3cm 12,5cm 0,9cm
Peso individual Infértil 7,4+13,6¢ 95,0 g 0,1g
Fértil 13,6 +15,1¢g 81,0g 0,25 g
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Figura 14: Relacion largo-peso de los ejemplares de Grateloupia turuturu en la zona de la Armada Nacional en la
Bahia Grande de La Paloma (-34.6580, -54.1450), divididos en fértiles e infértiles. Como fértiles se tomaron a los
individuos gametofiticos y tetraesporofitos, y como infértiles se tomaron a los organismos que no presentaran
estructuras reproductivas visibles.

La mayor temperatura de agua registrada durante los muestreos (23,6°C) fue en el mes de febrero del
2022 y la mayor salinidad (35,00) en diciembre del 2021. Los valores minimos de temperatura (12,4°C)
y salinidad (22,84) fueron registrados en agosto del 2021. El mayor valor de turbidez (128 NTU) del agua
fue en junio del 2021 mientras que el menor valor (4,6 NTU) fue en abril de 2022. El mayor valor de
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solidos disueltos totales (TDS) asi como el de oxigeno disuelto (OD) en agua (30,70 g/L y 34,90 mg/L,
respectivamente) fueron tomados en el mes de agosto del 2021. El menor valor de TDS (25,90 g/L) fue
en setiembre del 2021 y el menor valor de OD (4,40 mg/L) fue en julio del 2021. El pH mostré un minimo

de 7,86 en agosto del 2021 y un maximo de 9,64 en setiembre del 2021 (Fig. 15).
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Figura 15: Valores de las principales variables ambientales: temperatura, salinidad, pH, solidos disueltos totales (TDS), turbidez y oxigeno
disuelto. Tomadas en la zona de la Armada Nacional en la Bahia Grande de La Paloma (-34.6580, -54.1450) entre junio 2021 y abril 2022.

36



Discusioén

Grateloupia en Uruguay

Los registros para el género comenzaron en la década del 1920, siendo el primero en 1925 a partir de
algas colectadas en La Paloma por Carmen de Franco, una maestra escolar y naturalista reconocida en
la zona. Las algas herborizadas por esta colectora estan presentes en el herbario del MNHN, el MACN,
el herbario de la University of California, Berkeley, EEUU y el herbario de la University of Michigan,
EEUU. Se puede afirmar que estos ejemplares constituyen los primeros registros conocidos del género
para Uruguay. El alga colectada en el afio 1926 depositada en el MACN (Anexo B, Fig. X) posiblemente
haya sido colectada por la misma naturalista, aunque no se explicita. En ninguno de estos herbarios se
encontraron registros de G. turuturu provenientes de Uruguay. Debido a esto, se puede afirmar que los
primeros registros de esta especie para el pais, que se encuentran actualmente depositados en el MNHN,
corresponden a los del presente estudio (Tabla 2).

Morfolégicamente, los ejemplares analizados en este estudio coinciden con las descripciones originales
(Agardh 1822; Agardh 1849; Yamada 1941) y las descripciones hechas para Uruguay (Coll 1976; Coll &
Olivera 1999). Cabe destacar que las descripciones originales de G. cuneifolia y G. filicina son poco
detalladas, sin descripciones posteriores a partir de los ejemplares tipo o de ejemplares provenientes de
la localidad tipo, dificultando una caracterizacion puramente morfologica.

Como se menciond anteriormente, el género Grateloupia en si es reconocido por poseer diversidad
criptica o pseudo-criptica (de Clerk et al. 2005b; Figueroa et al. 2007). En Uruguay se habian
determinado morfolégicamente a las tres especies (Gonzalez-Etchebehere et al. 2017) con ejemplares
distinguibles presentes. Sin embargo, algunos ejemplares recolectados a lo largo de los ultimos afios
presentaron morfologias solapadas entre si. Aungque estas especies tengan morfologias solapadas, el
estudio molecular del gen rbcL aqui presentado confirma la presencia de tres especies separadas en
clados identificables: el clado G. turuturu, el clado G. gibbesii y, con mayor divergencia interna, el clado
G. filicina (Figs. 8-9).

Grateloupia cuneifolia

Esta especie se encuentra registrada para el pais desde el afio 1925. Las algas que coinciden
morfolégicamente con G. cuneifolia (Coll 1976; Gonzalez-Etchebehere et al. 2017; Vélez-Rubio et al.
2021) en este estudio, coinciden molecularmente con secuencias identificadas como G. gibbesii,
originalmente descrita para la costa este de EEUU (Harvey 1853). Esto puede ser debido a que existe
un grupo de especies del género Grateloupia, incluyendo G. gibbesii y G. cuneifolia, que histéricamente
han sido agrupadas y desagrupadas como polimorfismos de una misma especie segun varios autores.

En primer lugar, la agrupacion de varias especies de Grateloupia fue propuesta por Ardré & Gayral
(1961), luego de que Taylor (1960) propuso que G. gibbesii podria ser una variacion morfologica de G.
cuneifolia. Propusieron unificar un grupo de especies provenientes del Atlantico (incluyendo G. cuneifolia
y G. gibbesii) y del Pacifico como polimorfismos de la especie Grateloupia lanceola (J. Agardh) J. Agardh
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(por ser el nombre mas antiguo del grupo). Dawson et al. (1964) propusieron unir a varias especies de
Grateloupia del Pacifico como polimorfismos de G. doryphora (siendo el nombre mas antiguo de estas)
sin hacer referencia a las especies del Atlantico. Posteriormente de Masi & Gargiulo (1982) registraron
morfolégicamente a G. doryphora en el Mediterrdneo y en base a la propuesta de Ardré & Gayral (1961)
propusieron agregarla al complejo G. lanceola, pero cambiando el nombre del complejo a Grateloupia
doryphora.

Mas recientemente, Gavio & Fredericq (2002) hallaron por métodos moleculares que el alga que estaba
registrada como G. doryphora para el Atlantico norte coincidia morfolégicamente y molecularmente con
G. turuturu. Se cuestiond la agrupacién de especies del Atlantico-Pacifico, y se indico que la distribucion
de G. doryphora probablemente esté acotada a la costa del Pacifico sudamericano. En una publicacion
posterior, Figueroa et al. (2007), separan a G. lanceola de este gran complejo, también basado en
caracteres moleculares, definiéndola como una especie aparte.

Las algas depositadas en el MACN bajo el nombre G. doryphora fueron identificadas (por W. F. Farnham
en 1981) cuando G. cuneifolia aln se consideraba por algunos autores dentro del complejo G.
doryphora. Probablemente esto se haya debido a la dificil diferenciacién morfolégica entre estas
especies. En Uruguay, Coll & Oliveira (1999) identificaron dos especies de Grateloupia: G. filicina y G.
doryphora. Por su morfologia (Anexo B, Figs. X-XI). Conociendo ahora el rango de distribucién de G.
doryphoray entendiendo que estas especies se han podido confundir en el pasado, se puede considerar
gue los ejemplares del MACN y los ejemplares identificados por Coll & Oliveira (1999) probablemente
correspondan a G. cuneifolia. Esto se podria considerar como un sesgo historico de identificacion de
estas especies en Uruguay previo a Gavio & Fredericq (2002).

A nivel regional, en la tesis doctoral de Azevedo (2016) se menciona la casi nula diferencia morfologica
entre G. cuneifolia y G. gibbesii, que se encontraron diferenciadas molecularmente de las especies del
Pacifico. Las descripciones originales de ambas especies son muy poco detalladas y falta una re
descripcion de ejemplares topotipicos de G. cuneifolia, La autora propone que podrian ser el mismo
taxén, entre la falta de caracteristicas suficientemente contrastantes para diferenciarlas
morfolégicamente y la semejanza genética. Ademas, es dificil encontrar diferencias genéticas entre G.
gibbesii y G. cuneifolia por la falta de secuencias provenientes de la localidad tipo de G. cuneifolia (La
Guaira, Venezuela) y la inexistencia de secuencias identificadas como G. cuneifolia en GenBank.
Azevedo (2016) denomina a los ejemplares morfolégicamente caracterizados G. cuneifolia como G.
gibbesii, nombre que decide mantener hasta que haya secuencias disponibles de G. cuneifolia para
comparar. En caso de corroborar que ambas son la misma especie, indica que se deberian sinonimizar
bajo el nombre G. cuneifolia (por antigiiedad). Las secuencias de Grateloupia gibbesii (vouchers IBC
2030, 2037, 2040 y 2029, subidas como Grateloupia sp. a GenBank) provenientes de dicha tesis, que
se agrupan molecularmente con los ejemplares de G. cuneifolia de este estudio y G. gibbesii
internacionales, fueron morfol6gicamente identificados como G. cuneifolia (Azevedo 2016).

En cuanto a los registros de Uruguay, algunos de los primeros ejemplares de Grateloupia fueron

identificados como G. gibbesii en la University of California, Berkeley, reafirmando esa dificil
diferenciacién historica entre ambos taxones. Al ser un taxon descrito para la costa atlantica
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norteamericana, es posible que naturalistas de dicha regién se hayan inclinado a identificar estos
ejemplares con el nombre G. gibbesii.

Recientemente, ejemplares provenientes de Egipto de G. gibbesii, fueron reasignados al género
Phyllymenia manteniendo el mismo epiteto especifico, por sus estructuras reproductivas y datos
moleculares (Rodriguez-Prieto et al. 2022). Esta especie fue registrada como exdtica en la costa egipcia
del Mar Mediterrdneo hace poco tiempo (Rodriguez-Prieto et al. 2021). Esto indica aln mas la necesidad
de revisar el material del Atlantico sur para actualizar la taxonomia de estos organismos. Es comun,
ademas, que taxones dentro de la familia Grateloupiaceae hayan sido (y sigan siendo) denominados
Grateloupia por cuestiones histéricas, aunque existan una variedad de géneros dentro de la misma
(Fredericq et al. 2021).

En cuanto a la historia nomenclatural de estas especies, G. cuneifolia fue descrita en 1849 (Agardh
1849), G. gibbesii fue descrita en 1853 (Harvey 1853) y el nombre P. gibbesii fue designado como
sinénimo G. gibbesii en 2022 (Rodriguez-Prieto et al 2022). En caso de sinonimizar G. cuneifolia y P.
gibbesii, seria necesario tener en cuenta esta nueva clasificacion, manteniendo el nombre del género,
pero cambiando el epiteto especifico, denomindndose Phyllymenia cuneifolia, por ser el nombre mas
antiguo.

Las secuencias de G. cuneifolia obtenidas en este estudio fueron agregadas a la base de datos de
GenBank bajo el nombre Phyllymenia sp. hasta que no se compruebe una diferencia entre G. gibbesii y

G. cuneifolia, similar al procedimiento de Azevedo (2016).

Grateloupia filicina

Las secuencias de Grateloupia filicina analizadas se dispusieron en dos clados principales en cuanto al
marcador rbcL (Figs. 8-9). Uno de ellos contiene secuencias de ejemplares de la region tipo de la especie
(Mar Mediterraneo, Italia), con la divergencia interna de este grupo menor a 0,7%. La secuencia del alga
identificada como G. filicina de Uruguay esta dentro de un clado de varias secuencias de G. filicina de
diferentes partes del mundo, que se diferencian de las secuencias de la regién original y tienen una
relativamente elevada divergencia entre si (Tabla 5). Esto probablemente se deba a que, histéricamente,
como tendencia se ha asociado casi cualquier individuo de Grateloupia con una morfologia similar a G.
filicina mediterranea a este nombre. Ejemplares con morfologias levemente distintas han sido
considerados taxones infraespecificos, sin importar el origen geogréfico, y esto ha llevado a la
descripcion de varios morfotipos y variedades de G. filicina en la mayoria de los océanos del mundo (de
Clerk et al. 2005a). No obstante, se ha comprobado que varios de estos ejemplares, identificados como
G. filicina o como taxones infraespecificos de G. filicina, pertenecian a otras entidades taxonémicas
(Wang et al. 2000; Kawaguchi et al. 2001; de Clerk et al. 2005a). Los valores de divergencia
interespecificos para el género en cuanto al gen rbcL varian entre 5% y 10%, aunque se ha visto
divergencia mas baja, de 1,5% a 2,8% (Wang et al. 2001, Gavio & Fredericq 2002). Esto implica la
posibilidad de que existan una variedad de especies del morfotipo G. filicina alrededor del mundo,
incluyendo la del presente estudio. Se observa en este trabajo que las divergencias de este marcador
dentro del clado de G. turuturu fueron de hasta 1,12%, dentro del clado formado por los ejemplares de
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G. gibbesii fue menor o igual a 1,30%, mientras que dentro del clado de G. filicina fue de hasta 6,49%
(Tabla 5). Esta variacion genética es mayor a la que se espera entre individuos de una misma especie.

La secuencia de rbcL obtenida esta dentro de un clado bien soportado con una secuencia denominada
G. filicina proveniente de Sri Lanka, y un ejemplar morfolégicamente muy similar a G. filicina proveniente
de Rio de Janeiro, Brasil (Grateloupia cf. filicina 2, voucher IBC 0506, Azevedo 2016) (Figs. 8-9). Las
tres secuencias tienen una variacion relativamente baja entre si (de 0,36% y 1,8%, respectivamente)
teniendo en cuenta las distancias geogréaficas entre las localidades donde fueron colectadas. Estan
dentro del complejo de algas de morfologia muy similar a G. filicina, de origen tropical que se consideran
poco divergentes y sin un patrén biogeogréfico claro, atribuido a una divergencia mas reciente (de Clerck
et al. 2005a). Como se observa en este caso, la secuencia més similar al alga denominada G. filicina de
Uruguay proviene de Sri Lanka, a mas de 14000 km de distancia y sin conexiones biogeograficas claras.
Esto podria deberse a una convergencia, a un error en algunos de los datos de coleccién/secuenciacion
o una introduccién desapercibida en alguna de las dos localidades en el pasado, indicando una especie
criptogénica para Uruguay (o Sri Lanka). Es posible que haya una relacion de parentesco entre
ejemplares uruguayos con los de la secuencia de Rio de Janeiro y, si pertenecieran al mismo taxén, este
podria tener una distribucién conocida por lo menos acotada a la costa central del Atlantico
Sudoccidental, abarcando parte de Brasil y la costa atlantica uruguaya.

La secuencia obtenida en este trabajo fue subida a GenBank bajo el nombre Grateloupia sp. Son
necesarios mas analisis morfol6gicos y moleculares a mayor escala con ejemplares de este morfotipo
de la region para determinar la especie a la que pertenecen los ejemplares presentes en Uruguay. Hasta
el momento, para Uruguay se podria considerar la denominacion Grateloupia cf. filicina

Grateloupia turuturu

Morfolégicamente, en relacién a los caracteres macroscopicos, los ejemplares aqui analizados de G.
turuturu coinciden con la descripcion original de la especie de Yamada (1941). En cuanto a las
caracteristicas observadas al microscopio, el grosor de las frondes, la visualizacién de transicién abrupta
entre cortex y médula filamentosa con presencia de células estrelladas caracteriza en parte al género
(Fig. 7). Sin embargo, las caracteristicas morfolégicas macroscépicas (textura, morfologia del talo,
cantidad y ubicacion de las proliferaciones) y microscopicas relacionadas a estructuras vegetativas
(medula y coértex), asi como la ubicacién y tamafio de estructuras reproductivas, son de relativamente
poca confianza en cuanto a su caracterizacion ya que son altamente homoplasicas dentro de este
género (Wang et al. 2001). En este caso se pueden confirmar que las algas analizadas pertenecen al
género Grateloupia en cuanto a su morfologia. Serian de mayor utilidad para la identificaciéon a nivel
especifico andlisis detallados de las estructuras reproductivas femeninas pre y post fertilizaciéon debido
a que son estructuras mas complejas (Rodriguez-Prieto et al. 2022).

En este caso los datos moleculares obtenidos posicionan a todas las secuencias analizadas dentro del
clado de Grateloupia turuturu (Figs. 8-11). Schizymenia dubyi (Chauvin ex Duby) J. Agardh es una
especie de un género superficialmente similar a Grateloupia, registrada como exética en la costa
atlantica de la provincia de Buenos Aires, Argentina (Ramirez et al. 2012). Algunos ejemplares (por €j.
MVM 23499) de G. turuturu son confundibles morfolégicamente y sin un analisis detallado con S. dubyi;
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pero el andlisis aqui conducido descarta esa posibilidad. Los andlisis moleculares realizados en la
presente tesis, también descartan la posibilidad de confundir ambas especies.

La poblacion de la zona de la Armada en La Paloma se encuentra establecida, con individuos fértiles y
vegetativos presentes durante todo el afio, los individuos fértiles presentando mayores dimensiones en
verano (Fig. 12). Esto puede deberse a una mayor temperatura superficial del mar en la época estival.
Se vio que la temperatura Optima para el ritmo fotosintético, correlacionado con el crecimiento, de G.
turuturu esta cercano a los 20°C (Simon et al. 1999), similar a la media de temperatura superficial del
mar en la costa de Uruguay durante el verano y otofio austral (Framifian et al. 1999; Trinchin et al. 2021).
El rango de tolerancia de temperatura de G. turuturu hace que su presencia anual sea esperable, ya que
durante todo el afio en La Paloma las condiciones ambientales, principalmente temperatura y salinidad
del agua, se mantienen dentro de sus limites de tolerancia: entre 5°C y 30°C, y de 12 a mas de 40 de
salinidad (Simon et al. 1999). Las medidas de estas variables tomadas durante los muestreos para este
estudio estan también dentro de ese rango de tolerancia (Fig. 15). Los otros datos abi6ticos tomados
(Fig. 15) no mostraron un patrén claro en relacion a las medidas de G. turuturu y seria de interés tener
un monitoreo a una escala temporal menor, para conducir futuros estudios relacionandolos con cambios
sobre la biologia de organismos del intermareal.

Por otro lado, los meses de mayor temperatura (otofio) coinciden con tamafios de individuos infértiles
mas pequenfios, indicando la posibilidad de que ésta fuera la temporada post reclutamiento. En este caso,
las algas recién asentadas estarian comenzando a crecer, y las algas fértiles de mayor tamafio ya se
habrian reproducido. Esto podria estar ocurriendo directamente después del periodo de verano donde
se observan los mayores tamafios de individuos fértiles, indicando el momento de mayor reproduccion
y dando un primer acercamiento a la fenologia de esta especie en la costa uruguaya. No obstante,
faltarian mas estudios para tener un mayor entendimiento de su situacion, ya que se desconocen las
interacciones bidticas que puedan estar afectando a la poblacién, como facilitacién, competencia por
sustrato y luz con macroalgas nativas, herbivoria o patdgenos/parasitos (p. ej. Tomas et al. 2011;
Thompson & Schiel 2012)

Las curvas largo-peso de los organismos son de importancia para futuros estudios, por ejemplo,
relacionando biomasa con caracteristicas individuales como es el largo de los organismos. Se espera
gue estas primeras aproximaciones a los tamafios de G. turuturu en Uruguay sean de utilidad para
trabajos posteriores sobre el crecimiento e historia de vida y ecologia de esta especie.

Grateloupia turuturu como especie exética invasora

El GMMU ha mantenido la hipétesis de que la llegada de G. turuturu fue mediante fouling sobre una
embarcacion recreativa desde Brasil o Argentina, o una secuencia de arribos en distintos periodos de
tiempo. Esto es debido a que el primer registro fue en el puerto de La Paloma, que tiene principalmente
embarcaciones de pesca artesanal local y recreativas. De estos dos tipos de embarcaciones, las que
tienen conexién con otros puertos de la region son las recreativas, como veleros y yates que pueden
atracar en puerto con biofouling sobre sus cascos (Mineur et al. 2008). La presencia visible de G. turuturu
creciendo sobre estructuras antrépicas como embarcaciones, boyas y cabos en el puerto (Fig. 16), y
sobre otros organismos como mejillones en la zona de la Armada de La Paloma, reafirma esta
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posibilidad. La presencia de organismos en las localidades de Piriapolis y Punta del Este, ambas con
zonas portuarias dedicadas principalmente a embarcaciones recreativas (MTOP), podria indicar una
secuencia de llegadas de la especie a aguas uruguayas sobre embarcaciones de esta clase o
traslocacion dentro de la zona.

Figura 16: Fotografias de ejemplares de Grateloupia turuturu creciendo sobre cabo y barca de pesca (A), boyas (B y D) y sobre una
embarcacion recreativa (C) en el puerto de La Paloma, Rocha.

El arribo debido al efecto de la deriva en corrientes costeras, sin intervencion antrépica directa desde el
norte es poco probable, ya que en Brasil G. turuturu esté registrada para la costa del estado de Santa
Catarina y no para la de Rio Grande do Sul (Steigleder 2015), estado que colinda con Uruguay. Sin
embargo, hay posibilidades de que la distribucién actual de la especie en la region esté subestimada y
no se haya registrado para Rio Grande do Sul adn.

Otros vectores hipotéticos podrian ser de biofouling sobre embarcaciones de mayor tamafio, desde
mayores distancias geograficas. Los individuos desprendidos de estos barcos llegarian a la zona
costera y se asentarian ya que esta especie tiene capacidad de reproducirse asexualmente, ya sea
por fragmentacion o por el desprendimiento de talos tetraesporofiticos (Harlin & Villalard-Bohnsack

42



2001). Existe también la posibilidad de dispersion sobre residuos antrépicos (por ej. fragmentos
plasticos) dispersados por corrientes marinas, viendo que esta especie puede crecer sobre una variedad
de sustratos de este tipo (Kiessling et al. 2015; Simkanin et al 2019). Si bien estos casos pueden ser
considerados, serian necesarios nuevos estudios para conocer la probabilidad de que esto ocurra en
Uruguay.

Es dificil inferir el origen de la introduccién de G. turuturu utilizando solamente los marcadores genéticos
disponibles en Genbank. EI marcador COIl es aceptado como una secuencia que tiene suficiente
variabilidad intraespecifica en algas rojas como para hacer inferencias poblacionales (Yang et al. 2007),
pero en este caso, hasta ahora solo se encontraron 7 secuencias del gen COIl de G. turuturu disponibles
en GenBank, provenientes de Brasil, Espafia y Corea del Sur. La secuencia de Uruguay en este caso
estaria menos emparentada con las secuencias de Brasil que con las secuencias de Corea del Sury de
Espafia (Figs. 10-11), dando a entender que el vector de entrada a Uruguay no provendria de las mismas
localidades de origen de las secuencias brasilefias. Sin embargo, hacen falta mas secuencias de este
marcador provenientes de otras partes del mundo para tener un mejor acercamiento. Por ejemplo, no
se encontraron secuencias de Argentina. Este pais ha tenido registros de G. turuturu (Pan et al. 2019)
por lo cual también se tiene en cuenta la posibilidad de que vectores de llegada a Uruguay provengan
de alli.

En este sentido, el analisis con microsatélites o espaciadores intergenicos es de interés (Zuccarello, J.,
com. pers.) a nivel regional, ya que estos marcadores tienen mayor variabilidad ain y pueden resultar

en mejores inferencias a nivel poblacional (Zuccarello et al. 1999b; Guzinski et al. 2016).

Consideraciones finales y perspectivas

El presente estudio actualiza la situacién taxonémica de dos géneros de algas rojas en Uruguay y
constituye el primer analisis filogenético molecular de macroalgas en el pais. En este contexto, se
confirmé la presencia de dos especies del género Grateloupia: G. cf. filicina y el alga exética invasora
G. turuturu, la cual se encuentra en estado de establecimiento en la costa atlantica uruguaya. Se
confirma ademas la presencia de Phyllymenia gibbesii, especie cuya nomenclatura podria actualizarse
a P. cuneifolia por principio de prioridad del epiteto especifico, anteriormente perteneciente al género
Grateloupia. Esto constituye el primer reporte del género Phyllymenia para Uruguay.

Las principales perspectivas a futuro en esta area estan relacionadas al seguimiento de la invasion de
G. turuturu en el intermareal rocoso uruguayo, asi como el estudio de posibles introducciones de
macroalgas en el futuro dentro de un contexto de aumento de introducciones biolégicas marinas a nivel
global. Por otro lado, es necesario esclarecer incertidumbres relacionadas a la taxonomia tanto de
Grateloupia cf. filicina, como de P. cuneifolia, mediante técnicas moleculares y morfolégicas en mayor
detalle y abarcando una mayor zona geogréafica.
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Anexo A: Imagenes de los ejemplares depositados en el herbario del MNHN en
este estudio

Figura I: Imagen del ejemplar herborizado MVM 23495, Este ejemplar no estd asociado a una
secuencia genética.
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Figura Il: Imagen del ejemplar herborizado MVM 23494, Este esta asociado a las secuencias rbclL:
ON952414 y COI: ON959264
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Figura Ill: Imagen del ejemplar herborizado MVM 23498.
secuencia genética.

Este ejemplar no estd asociado a una
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Figura IV: Imagen del ejemplar herborizado MVM 23496. Estd asociado a la secuencia de rbclL:
ON952413.
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Figura V: Imagen del ejemplar herborizado MVM 23492, Esta asociado a la secuencia de rbcL
ON952415.
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Figura VI: Imagen del ejemplar herborizado MVM23497. Este ejemplar estd asociado a la secuencia
de rbcL ON952409.
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Figura VII: Imagen del ejemplar herborizado MVM 23493. Esta muestra estd asociada a las
secuencias ON952410 (rbcL) y ON959263 (COI).
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Figura VIII: Imagen del ejemplar herborizado MVM 23491. Este ejemplar esta asociado a la secuencia
de rbcL ON952411
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Figura IX: Imagen del ejemplar herborizado MVM 23499. Este ejemplar esta asociado a la secuencia
de rbcL ON952412.
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Anexo B: Imagenes de ejemplares del género Grateloupia del herbario del MACN

Figura X: Imagen del ejemplar BA9033, depositado en el Museo Argentino de Ciencias Naturales (MACN).

Figura XI: Imagen del ejemplar BA17668, depositado en el Museo Argentino de Ciencias Naturales (MACN).
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Figura XlI: Imagen del ejemplar BA26735, depositado en el Museo Argentino de
Ciencias Naturales (MACN).

Figura XIllI: Imagen del ejemplar BA33690, depositado en el Museo Argentino de
Ciencias Naturales (MACN).
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Figura XIV: Imagen del ejemplar BA33498, depositado en el Museo Argentino de
Ciencias Naturales (MACN).
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Anexo C: Imagenes de algunos ejemplares de Grateloupia de museos
internacionales

| MICH

copyright reserved o
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Figura XV: Imagen del ejemplar de Grateloupia mas antiguo para Uruguay, colectado en 1925
por Carmen de Franco en La Paloma. Voucher MICH656506, depositado en el herbario de la
University of Michigan, EEUU.
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Figura XVI: Imagen del ejemplar UC341352, depositado en el herbario de la University of
California, EEUU.



Anexo D: Resimenes de trabajos presentados en congresos internacionales con
resultados de este estudio

1) 12th International Phycological Congress (IPC), Chile (virtual), Marzo, 2021.
Formato pitch-poster.

Morphological and molecular features of the genus Grateloupia (Rhodophyta: Halymeniales): key

traits to detect invasive seaweed species in Urugunay (33°-35°5)
de Ledn-Mackey A.!, Vélez-Rubio G. ! 2, Kruk C.* 2, Piceini C.2, Scarabino F.2

e (1) Instituto de Ecologia y Ciencias Ambientales, Facultad de Ciencias, Universidad de la
Republica, [gua 4225, Montevideo, Uruguay.

s (2) Centro Universitario Regional Este (CURE), Universidad de la Repnblica, Ruta nacional 9
interseccidon con ruta 15, Rocha, Uruguay.

* (3) Departamento de Microbiologia, Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable
(IIBCE), Avenida Italia 3318, Montevideo, Uruguay.

The frequency of biological invasions has been on the rise in recent years, with the increase of transport by
humans moving many species out of their native ranges all across the globe. Uruguayan waters harbor
dozens of non-native species and have been considered a critical biogeographical and ecological crossroad
because of the complex interaction of currents and water masses. This region is thus a particularly well-
suited system for the study of processes underlying biodiversity patterns. The red algae Grateloupia
turuturu Yamada, native to Japan and Korea, has been reported as an introduced species in Europe, Oceania,
North America and South America. Since 2015, G. turuturu has been recorded along the Atlantic coast of
Uruguay, where there have been growing records of its presence. According to previous studies there are
two putatively native species of Grateloupia on the coast, G/ cuneifolia and G. filicina, reported since 1926.
However, these three species possess variable morphological features implying possible misidentification.
Morphological characterization is an efficient tool, but the addition of molecular markers adds confidence
to the characterization of eryptic and morphologically variable species. Here we analyze samples collected
in the last five years and retrieved from the MVM herbarium. Based on morphology, the three species of
Grateloupia were detected along the Uruguayan coast. The molecular features are being attained via DNA
barcoding using rbel and COX genes, which are expected to further contribute to the understanding of the
origin and diversity of Grateloupia in the temperate Southwestern Atlantic.

Symposium: SYMO04 Connectivity, speciation and biogeography of algae in the Southern Hemisphere.
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2) XXXVIII Jornadas Argentinas de Botanica, Entre Rios, Argentina (virtual),

Setiembre, 2021. Formato poster.

Uso de Analisis Moleculares para la Caracterizacion de Macroalgas Exoticas Invasoras en
Uruguay: el Género Grateloupia (Rhodophyta: Halymeniales) como Caso de Estudio.

Use of Molecular Analyses for the Characterization of Exotic Invasive Seaweed in Uruguay: the
Genus Grateloupia (Rhodophyta: Halymeniales) as a Case Study.

de Leon-Mackey A%, Vélez-Rubio G. ! 2, Kruk C.* 2, Piccini C.2, Scarabino F.2

s (1) Instituto de Ecologia y Ciencias Ambientales, Facultad de Ciencias, Universidad de la
Republica, Igua 4225, Montevideo, Urnguay.

* (2) Centro Universitario Regional Este (CURE), Universidad de la Repiiblica, Ruta nacional 9|
interseccion con ruta 15, Rocha, Uruguay.

* (3) Departamento de Microbiologia, Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable
(IIBCE), Avenida Italia 3318, Montevideo, Uruguay.

La frecuencia y distribucion global de las invasiones biologicas marinas esta en aumento, asociado
al trafico maritimo transportando especies fuera de sus rangos nativos. La costa uruguaya es una zona
de interés biogeografico y ecologico por albergar decenas de especies exdticas y donde interactiian
aguas y biotas subantarticas, subtropicales y continentales. El alga roja Grateloupia turutury Yamada
(1941). nativa de Asia, ha sido introducida en varias regiones del mundo y se registra en la costa
atlantica uruguaya desde el afio 2015. En Uruguay se conocen desde 1926 dos especies de este
género, G. cuneifolia y G. filicina. Las tres especies presentan morfologias variables y posiblemente
solapadas, dificultando la identificacién, el anélisis v el seguimiento de G. ruruturu. La
caracterizacion morfolégica es una herramienta efectiva, que al combinarse con marcadores
moleculares permite caracterizar eficazmente especies cripticas y morfologicamente variables. Para
aclarar errores de identificacién se analizaron muestras historicas del herbario del Museo Nacional
de Historia Natural (Montevideo) y colectadas en los ultimos cinco afios. En base a morfologia se
detectaron las tres especies del género. Resultados preliminares de los analisis filogenéticos con
genes rbel y COI confirman la presencia de G. turuturu en Uruguay. Con este estudio se espera
contribuir al seguimiento de esta especie exdtica y al conocimiento sobre la diversidad del género en
la region.
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