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RESUMEN

En la Antartida, uno de los principales componed&efas comunidades bentdnicas
son las ascidias. Dos formas similares de asaiftibgénerd&Synoicunfueron muestreadas
a lo largo de las Islas Shetland del Sur, una dier a@rde-amarillenta con pedunculos
alargados, y otra de color naranja-amarillenta geainculos mas cortos y cabezas mas
redondeadas. Los analisis taxonomicos indicaron tueforma verde-amarillenta
corresponde a la descripcion 8Seostentol la forma naranja-amarillentaSa adareanum
Sin embargo, no se detectaron diferencias genétieaas entre ambas formas en dos
genes mitocondriales. La frecuencia y la distribocigeografica de los haplotipos
indicaron que cierto grado de flujo génico podidarar, sugiriendo que ambos morfotipos
todavia no habrian alcanzado un aislamiento reptimducompleto, podrian cruzarse y por
lo tanto ser consideradas como una Unica espeageascidias dependen en gran medida
de la produccion de productos quimicos como unmdode defensa contra enemigos
naturales, y se sabe que algunos de estos comgussto producidos por bacterias
simbiontes. En este trabajo se identificaron emdomintes bacterianos en ambos
morfotipos, los cuales podrian colaborar en el bwismo celular, en la defensa quimica

contra depredadores de esta ascidia, y en laisidefalmerdlidos.




CAPITULO 1:
INTRODUCCION GENERAL




1.1. Caracteristicas y origen del Océano Antartico

El Océano Antartico posee caracteristicas Unicas)cipalmente porque a
diferencia de los otros Océanos principales quésiad® hace unos 30 millones de afios
(MA) cerca del limite entre el Eoceno y el Oligoadmer Apéndice) con la creacién de la
Corriente Circumpolar Antartica (CCA) y sus frensaseciados (Lawver y col. 2011).

El inicio de la glaciacion Antéartica a nivel del macurri6 como consecuencia de
un gran enfriamiento cerca del limite entre el Bocg el Oligoceno hace unos 34 MA. La
CCA comenzd a circular alrededor de esa época, gomsidera que contribuyd a la
glaciacién Antartica mediante el aislamiento deht@wente dentro de un anillo de agua
fria y a la estabilizacion de la glaciacion Anat{Toggweiler y Bjornsson 1999; Nong y
col. 2000; Barker y Thomas 2004). Posteriormenterr@ron variaciones de las
temperaturas y del volumen de hielo: hubo un cafei@nto y una disminucién del
volumen de hielo hace unos 26 MA, un aumento madugl del volumen de hielo hace

16-13 MA y un gran aumento ocurrio durante el Rbesno (Zachos y col. 2001).

La CCA actda como una barrera para el intercamlidgeNSur de agua, aislando
geograficamente, climaticamente, térmicamente yamograficamente a las comunidades
Antéarticas de plataforma, constituyendo una impuetebarrera biogeografica (Clarke y
Crame 1989; Clarke y col. 2005; Barnes y col. 200&) CCA es impulsada por el
cinturén de vientos del Oeste y fluye hacia el Bsteavés del Pasaje de Drake, luego vira
hacia el Norte a través de brechas, o “gaps”, emdmsales del arco de Escocia (Barker
2001). La mayor parte del flujo de la CCA se coasadque es de gran alcance (Nowlin y
Klinck 1986; Gille 1994), donde estrechos chorresasocian con dos frentes distintos, el
Frente Polar (FP) y el Frente Sub-Antartico (FSA¢ gon continuos alrededor de todo el
Continente (Fig.1.1). En general, en aguas supadi se pueden distinguir los efectos
separados de los Frentes, pero en algunos lugasstep fusionarse (Gille 1994). Las
causas del desarrollo y el mantenimiento de lostEsealn siguen siendo poco conocidas.
Gille (1994) estimé que entre el 40-70% del transpde la CCA se produce dentro del FP
y del FSA.




Figura 1.1. Principales corrientes marinas que rodean a larfiadéa Linea roja:
Frente Sub-Antértico; linea amarilla: Frente Polfiechas naranjas: Corriente
Circumpolar Antartica; flechas violetas: “East WiDdft". PA: Peninsula Antartica;
AO: Antartida Occidental; AOR: Antartida Orient#: Islas Kerguelen; IGS: Islas
Georgias del Sur. Tomado y modificado de Bargelorl. (2000)

El otro componente principal de la circulacion Ogea Austral es una corriente
discontinua dirigida por el viento hacia el Estegst Wind Drift”), que fluye cerca del
Continente y al Sur de la CCA (Fig. 1.1; Deacon 7)98 que en ciertos lugares se
desarrolla en giros en sentido horario como pompije, el giro de Weddell que esta

reforzado por las aguas profundas del Sur del MaiNdddell.

A lo largo del tiempo se han efectuado diferengtgdeos para determinar el origen
de la CCA con la mayor exactitud posible. Los tjabae Toggweiler y Bjornsson (1999),
de Nong y col. (2000) y de Barker y Thomas (20@4gaionaron el origen de la CCA con
el inicio de la glaciacion Antartica, mientras aquieos estudios relacionaron el origen de la
CCA con la apertura del Pasaje de Drake (Barkeunrdl 1977; Diester-Haass y Zahn
1996). En estos ultimos trabajos se han sugeritivedites hipétesis para el origen de

ambos sucesos.




Barker y Burrell (1977) basandose en la edad delosOQceéanico del Pasaje de
Drake, mantuvieron la ambigtiedad de la edad debimie la CCA considerando que seria
de por lo menos 28 MA, 0 quizas mas antiguo. Bagtemun estudio posterior (Barker
2001), sostuvo que existiria la posibilidad de wayon retraso en el desarrollo de la CCA,
y sugirié una correlacion entre el crecimiento@l€CA y el enfriamiento de mediados del
Mioceno. Por otro lado, otros trabajos propusiahberentes edades para la apertura inicial
del Pasaje de Drake. Diester-Haass y Zahn (199fljieon que el Pasaje de Drake se
habria abierto lo suficiente como para crear ehtéré?olar y una CCA de profundidad
intermedia hace unos 37 MA. Estudios molecularedidersificacion llevados a cabo en
especies de peces nototénidos de distribucion #aadr sub-Antartica, sugieren que hace
25-22 MA, podria haber ocurrido una profundizaaiéh Pasaje de Drake y el Frente Polar
se habria creado (Bargelloni y col. 2000). Lawvé&ahagan (2003) argumentaron que el
Pasaje de Drake se abrid a la circulacion de apraEsndas a través de la Cuenca de
Powell antes de los 28 MA y propusieron un origertadCCA de 31 MA.

1.2. La importancia de la ascidiofauna en las comistades

bentdnicas Antarticas y sus caracteristicas

Actualmente el Continente Antartico presenta ungahile plataforma Unica, siendo
las ascidias (filo Chordata; subfilo UrochordataTanicata) uno de los principales
componentes de las comunidades bentonicas Anwarfidazdzewski y col. 1986;
Kirkwood y Burton 1988; Muhlenhardt- Siegel 198&l&on y col. 1992; Gerdes y col.
1992; Sdiz- Salinas y col. 1997; Dayton 1990; GaR96; Clarke y Johnston 2003; Gili y
col. 2006). Las ascidias (Urochordata, Ascidiacegresentan uno de los taxones mas
importantes de las comunidades epibentonicas Acddrtya que se destacan tanto en
biomasa como en abundancia (Turon 1988; Arnaudly1898). Pueden llegar a ser
dominantes en determinados fondos someros y seaert&a Antartida como la Peninsula
Antartica y Mar de Weddell (Gallardo 1987; Vo3 19&&léron y col. 1992; Saiz-Salinas
y col. 1997; Arnaud y col. 1998; Sahade y col. 19Q8walke 1999; Kowalke y col.
2001). A su vez, son consideradas como especies elala estructura de los ecosistemas

bentonicos, debido al importante rol que desamatia el acoplamiento bentopelagico y a




gue pueden servir de sustrato susceptible de denizado por numerosas especies
epibiontes (Wahl 1995; Gili y col. 2001). Las asm$dadultas (Fig. 1.2) son sésiles,
filtradoras, bentonicas, poseen un tegumento acadoonstituido por un polisacarido de
estructura semejante a la celulosa llamado tunigoa aporta soporte y proteccion. Su
estadio embrionario es una larva pelagica de via [Fig. 1.3-a), que es la responsable
de la dispersion y de la seleccion de habitat despeecie. La larva es lecitotrofica (no se
alimenta mientras se encuentra dentro de la colularagua, ya que obtiene los nutrientes
del vitelo sintetizado durante la oogénesis) y pasea notocorda en la region caudal,
motivo por el cual las ascidias se encuentran demtel sub-filo Urochordata,

conjuntamente con los talidceos (Thaliacea) y apatatios (Appendicularia). El estadio

larval es el mas vulnerable, presentando la mayontatdad (Svane y Young, 1989;

Stoner y Weissman, 1996; Cloney y col. 2002), yepasun tiempo de permanencia en el
plancton muy corto (de minutos a pocas horas, auatgunas pueden vivir varios dias,
Svane y Young 1989). En la parte anterior del cugwpesentan 6rganos sensoriales
(quimio y fotoreceptores) y papilas adhesivas e dirven para localizar y fijarse al

sustrato en el que se desarrollaran como adultos.
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Figura 1.2. a: Corte longitudinal esquematico de una ascidi#asa. 1: sifon oral, 2:
tentaculos orales, 3: endostilo, 4: hendidura déornquia, 5: corazén, 6: estdbmago, 7:
testiculo, 8: tdnica, 9: ovario, 10: intestino, Bho, 12: entrada al es6fago, 13: manto, 14:
faringe, 15: sifon atrial, 16: ganglio, 17: glamalidubneural. Tomada y modificada de Boas
(1953). b: Corte vertical de una ascidia colorigat(yllus violaceul mostrando la disposicién
de los zooides en un sistema. 1: sifén oral inddigaeite, 2: sifon atrial coman, 3: tdnica
comun. Tomada y modificada de Milne-Edwards (1841)

Corddn nervioso ——

Figura 1.3. Metamorfosis de la larva de una ascidia solitariavista esquematica lateral de una
larva de una ascidia recién fijada al sustrato qupextremo anterior. b y ¢: metamorfosis. d:
individuo joven inmediatamente después de la meti@sis. Tomada y modificada de Seeliger

(1885)




Las ascidias adultas presentan dos modelos badeosrganizacion corporal,
solitaria o colonial. Las especies solitarias, efgaduccion sexual, son oviparas, liberando
huevos que seran fecundados en el agua. Despeétodmnar y permanecer un tiempo en
el agua, las larvas se fijan al sustrato y sufreproceso de metamorfosis (Fig. 1.3-b y ¢)
durante la cual la cola se retrae, la notocordd goelon nervioso se reabsorben, para
llegar a la forma adulta (Fig. 1.3-d). Durante letamorfosis el cuerpo gira 180° y adopta
la caracteristica forma de “U” con extremo fijosaktrato y en el opuesto, los sifones oral
y atrial. La faringe (o saco branquial) se encuentuy desarrollada ya que a través de ella
se produce el filtrado del plancton del cual senafita (Fig. 1.3-b y ¢; Svane y Young
1989). Las especies coloniales alternan ciclos adegusimilares a las solitarias pero,
después de la metamorfosis, un oozooide u oozaiggde desarrollado a partir de un
huevo fecundado) da lugar mediante gemacion (repmdn asexual) a una nueva colonia
compuesta por zooides genéticamente idénticos éSyaioung 1989; Sommerfeld y
Bishop 1999).

Las ascidias se pueden clasificar en base a daactedsticas principales:
considerando la estructura de la faringe o la pside las génadas. Basandonos en la
estructura y desarrollo de la faringe (Lahille 188887, 1890), la clase se divide en tres
ordenes: Aplousobranchia (faringe plana sin vasos longitudinales internos);
Phlebobranchia (faringe plana con numerosos vasos longitudinal@ernos), vy
Stolidobranchia (faringe plegada, con vasos longitudinales inteené®r otro lado,
teniendo en cuenta la posicion de las gonadasi€P&B98; Garstang 1928; Kott 1969), la
clase es dividida en dos orden&terogona que agrupa especies con las gonadas
asociadas al sistema digestivo (incluye a Aplowmatiia y a Phlebobranchia), y
Pleurogona con las gonadas unidas a la pared del cuerptuym@ Stolidobranchia).
Ambos sistemas de clasificacion son empleados hogli®@ Podemos encontrar el caso
donde las ascidias son clasificadas considerarsdérttenes Enterogona y Pleurogona, con
sus respectivos subordenes Aplousobranchia y Hivabchia para el primero y
Stolidobranchia para el segundo (Berrill 1950; M4ill1970; Kott 1985), o bien el caso
donde otros autores como Harant y Verniéres (192%), Name (1945) y, Monniot y col.

(1991), utilizan la clasificacion propuesta por illeh
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1.3. Diversidad y estructura genética

Se define a la diversidad o variabilidad genétiocen@ las diferencias heredables
que ocurren en cada organismo, entre los individd®suna poblacion y entre las
poblaciones dentro de una especie (Fu 2001; Pigieaml. 2008) y constituye el
componente basico de la biodiversidad, al ser $& lo@ la cual dependen los procesos de
adaptacion y especiacion que conducen a la evolud#los organismos (Noss 1990;
Amos y Harwood 1998). La Convencion sobre la Didad Bioldgica define a la
biodiversidad como un concepto jerarquico, con pr@scipales niveles de organizacion:
diversidad genética, de especies y de ecosistdboas (y Gaston 2005).

Dado que tanto la diversidad de especies comoéagidad de ecosistemas derivan
de los procesos evolutivos que operan sobre lahidad genética, su conocimiento y
entendimiento es de gran importancia, tanto pasaudtentabilidad (Bonn y Gaston 2005;
Allendorf y Luikart 2007; Pifiero y col. 2008), lartservacion de las especies y el avance
de la genética evolutiva, la salud publica (Pifermol. 2008; Hamilton 2009), como asi
también para la productividad agricola, pecuarsqpera y forestal (Pifiero y col. 2008;
Hedrick 2011). Este conocimiento se puede utilizapecificamente para evaluar la
capacidad de respuesta de las poblaciones y espieerde los cambios ambientales
naturales o antropogénicos, planear las estrategaaprovechamiento, conservacion y
evaluar los riesgos de la pérdida de especiesagobkes y recursos genéticos de los
organismos, conocer la riqgueza genética de unsisio distribucion geogréfica, entender
las causas de la pérdida de la variabilidad gemétiealuar los riesgos de introduccion de

enfermedades y plagas, entre otros (Pifiero y 60B)2

La estructura genética de una especie se descoilp® ¢a distribucion de la
variacion genética dentro y entre poblaciones rilistion no aleatoria de genotipos o
alelos en el espacio y tiempo). Las fuerzas ewastiprincipales que determinan la
estructura genética de las poblaciones son lascionts, la deriva genética y el flujo
génico. También influyen las adaptaciones a coodés ambientales locales que
conducen a la diferenciacion genética de las parlas (Slatkin 1987; Hartl 2000;

Hedrick 2011). Debido a esto, el conocimiento dedauctura genética en la poblacion
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nos permite hacer inferencias sobre el papel des gstocesos en la evoluciéon de las
poblaciones (Slatkin y Barton 1989).

Las mutaciones son errores que ocurren duranteepécacion del material
genético, que provocan diferencias en las copiasedgeencias de ADN ancestrales y
descendientes (Allendorf y Luikart 2007; Hamilto@02). Los cambios en el material
genético pueden ocurrir a nivel cromosémico o @Ininolecular, incluyendo cambios en
los elementos genéticos transponibles o rearreglasnosémicos, sustituciones de
nucleotidos, inserciones y deleciones (Allendolikart 2007; Hedrick 2009). A pesar de
que tienen una baja probabilidad de ocurrencia,ntagaciones son un parametro a
considerar en la genética de poblaciones, ya gpkcar cémo nueva variacion genética
es afadida a las poblaciones (Hamilton 2009).

Otra de las fuerzas evolutivas es la deriva gesmétjae se define como cambios al
azar en las frecuencias alélicas de una generacidra, que se producen como resultado
del tamafio finito de la poblacion. Debido a estmatid limitado, cada generacion
proviene de una muestra al azar de todas las gapeiducidas por los padres. Cuanto
mas pequefa sea esta muestra, serd menos represatddas frecuencias alélicas de la
generacion anterior y los cambios serdn mas praswos. Estas fluctuaciones al azar en
las frecuencias de los alelos finalmente conllesasu pérdida o fijacion, por lo que,
ademas, la deriva genética tiende a disminuir arbeigosis de la poblacién y a aumentar
la probabilidad de identidad por descendencia (l2800). A su vez, esta fuerza evolutiva
es considerada como el factor determinante dddeediciacion genética entre poblaciones,
a menos que la mutacion y el flujo génico contster el proceso y lo hagan mas lento
(Cruzan 2001, Letelier 2007; Hamilton 2009). Laatde pérdida de variacion genética por
deriva genética esta determinada por el tamafdiafede la poblacion (Letelier 2007).
Por lo que un tamafio efectivo grande es indicadaurdh pérdida reducida de diversidad

genética por deriva genética.

La seleccion natural es otra de las fuerzas ewvalsitique operan sobre la
variabilidad genética. Es la consecuencia de laodemgcion diferencial de algunos
genotipos con respecto a otros bajo ciertas carbsi ambientales que prevalecen en un

momento determinado (Futuyma 1986; Li 1997). Effeerehcia en el éxito reproductivo
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entre clases genotipicas, conduce a una transnasigrétrica de los alelos a las siguientes
generaciones y a un cambio en sus frecuencias pablacién. Este cambio, a su vez,

puede conducir a la adaptacion de las poblaciosesambiente particular (Eguiarte y col.

2007; Hamilton 2009; Hedrick 2011). Cuando una @oidin local es lo suficientemente

pequefia, los efectos de la seleccion pueden sepeguenios frente a la deriva genética.
Asi, en una poblacion pequefia, los alelos que mE@seuna ventaja selectiva pueden
perderse y los alelos que estan en desventajaigal@uieden fijarse a través de deriva
genética (Slatkin 1987; Allendorf y Luikart 2007eétick 2011).

El flujo génico es otra de las fuerzas evolutivas desemperiia un papel importante
en el mantenimiento de la variabilidad genéticaloSiefine como el movimiento de genes
desde el “pool” génico de una poblacién hacia ebula (Slatkin 1985). El flujo génico
tiende a homogenizar a las poblaciones de una iespemntrarrestar la diferenciacion
genética que pudiera ocurrir por aislamiento gdagraA pesar de que los conceptos de
dispersion y flujo génico estan relacionados, no sguivalentes, ya que para que éste
altimo ocurra, cada migrante debe reproducirseéato en la nueva poblacion de modo
de contribuir con sus alelos a la siguiente gem@nade la poblacion receptora (Slatkin
1985; Hamilton 2009; Hedrick 2009). El flujo génigoede ocurrir como consecuencia del
movimiento de gametas, del movimiento de segmeextmnucleares de ADN (por €],
plasmidos, virus, mitocondrias), o de la extincgdrecolonizacion de una poblacidon entera
(Slatkin 1985). Dentro de una poblacion estructayaél flujo génico tiende a
homogeneizar la variacion genética al introduciriardes alélicas originadas en otras
poblaciones (Hedrick 2009).

El estudio de la estructura genética en poblaciaeesspecies marinas tiene
caracteristicas particulares. Dado que es imposibkeguimiento de larvas o adultos a
través de los océanos, es necesario utilizar mgtodtirectos para cuantificar el flujo
génico, en base a la distribucion de la variakiidgnética. Estos métodos son una
herramienta muy util para estudiar distintos demekcionar la diferenciacion genética
con rasgos de la biologia de la especie, su pateteidispersion y estrategia reproductiva
(Hellberg y col. 2002), y para distinguir espeaseégpticas (Barber y col. 2002; Tarjuelo y
col. 2004). En las poblaciones marinas, los nivelepatrones de migracion estan

modulados por la biologia reproductiva de las dspeg diversos factores oceanograficos
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y climéticos, los cuales influyen en el patron depdrsion de gametas, larvas y adultos
(Grosberg y Cunningham 2001). En particular, lauesiira genética de las especies
bentonicas sésiles suele estar vinculada con pecades de dispersion de las larvas, que
puede estar directamente relacionado con el tiedgppermanencia en el plancton. Las
especies con larvas plancténicas de larga vida rar@st patrones de distribucidon
geografica mas extendidos y una estructuraciéntigan@enor (Cassista y Hart 2007) que
aquellas especies con larvas no planctonicas ydaecerta. Sin embargo, se han reportado
situaciones inversas: por ejemplo, se encontroestractura genética baja en grupos con
un bajo potencial de dispersion como desarrolladdigectos y larvas pelagicas de vida
corta o0, una estructura genética elevada en grgro$arvas planctonicas, situaciones que
han sido explicadas por las condiciones oceanagsafiocales y/o por rasgos de
comportamiento, o por una reproduccion particitafi€ y Boulding 2000; Holmes y col.
2004; Marko 2004; Dias y col. 2006; Kenchington gf. 2006; Jeffrey y col. 2007).
También se han reportado patrones mas llamativosled@species con un supuesto
potencial de dispersion limitado exhibieron unaabdiferenciacion genética en escalas
espaciales grandes, pero presentaron poblaciotrestasgdas localmente (Casu y col.
2005; Ben-Shlomo y col. 2006; Yu y Chu 2006).
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Objetivo general

En este trabajo se pretende contribuir a una magarprension de la historia
evolutiva y los procesos de conformacion del etesia Antartico a través de un enfoque
interdisciplinario con aportes desde la taxonongeplogia, biogeografia, fisiologia y
genética de poblaciones de una de las especiesamdslantes del bentos Antértico,

Synoicum adareanum

Objetivos especificos

e Caracterizar morfologicamente a los individuos as dnorfotipos de la
ascidia colonialSynoicum adareanungue se encuentran a lo largo de

diferentes localidades de la Peninsula Antartica

» Evaluar el grado de diferenciaciéon genética de nusfotipos, a fin de
establecer si la variabilidad morfolégica se cqroegle con un polimorfismo

intraespecifico o bien, si se trata de especiesatifes

» Inferir los procesos demograficos y factores biggéficos involucrados en
la determinacion de la estructura genética y pesiblventos de especiacion

enS. adareanum

» Contribuir al conocimiento de las relaciones filogtcas existentes entre los
ordenes del subfilum Tunicata y entre familias alelen Aplousobranchia,
segun la clasificacion propuesta por Kott, utilidan los genes

mitocondriales COl y Citb

» Caracterizar la presencia de posibles endosimisagelos dos morfotipos

deS. adareanunatilizando el gen 16S como marcador molecular
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CAPITULO 2:

SYNOICUM ADAREANUM Y
SYNOICUM OSTENTOR

¢, POLIMORFISMO
INTRAESPECIFICO O ESPECIES
DIFERENTES?
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2.1. Introduccion

Synoicum adareanufiierdman 1902), una especie de ascidia colonikd thmilia
Polyclinidae, es reportada cominmente sobre sostidiros en aguas Antarticas poco
profundas, aunque también ha sido hallada en pilafades que van desde los 15 a los
796 m. Presenta una amplia distribucion que semrded desde algunas islas subantarticas,
a lo largo del Arco de Escocia, en la Peninsulaadsich y a lo largo de toda la linea
costera del Continente Antartico. Los zooides ssuemtran agrupados en una tdnica y
estan ordenados en un sistema de rosetas circalarésa 10 zooides alrededor de una
cloaca comun (Kott 1969). Una especie simigynoicum ostentofMonniot y Monniot
1983), comparte algunas caracteristicas ®oadareanumgomo la forma de la colonia y
la disposicion de los zooides dentro de la coloBiaostentoha sido encontrada en areas
distantes entre si, por ejemplo en las Islas Oscadh Sur, Islas Balleny y Tierra de
Wilkes, y su presencia en general no es muy comaa@migiot y Monniot 1983; Monniot y
col. 2011).

De acuerdo con Monniot y Monniot (1983), las cagdsticas diagnosticas de
ambas especies son las siguientes: el nUmeroadedid estigmas, el nimero de estigmas
por fila y la posicion del ovario. Segun estos egpS. adareanumpresenta
aproximadamente 16 filas de estigmas en el sacmbia, yS. ostentoun rango de 20-
22 filas de estigmass. adareanunpresenta 25 estigmas por fila, mientras §uestentor
35 estigmas por fila. En lo que respecta a la pisidel ovario,S. adareanunposee el
ovario en la parte superior de la region postadielrabdomen, por debajo del intestino,
mientras quesS. ostentoto posee aproximadamente en la mitad de la rggi&terior del

abdomen, muy por debajo del intestino.

S. ostentompodria haber sido mal identificada y confundida 8o adareanunen
muchos estudios bioquimicos y ecoldgicos, ya geediterencias entre ambas especies
sblo pueden ser distinguidas cuando los zooidesegsaminados bajo la lupa. En los
estudios, la coloracion “in vivo” de ambas espenie$ia sido mencionada, probablemente
debido a que las determinaciones han sido llevad&asbo sobre material fijado en
formaldehido (Kott 1969; Monniot y Monniot 1983; Mot y col. 2011). Sin embargo,
Kott (1969) mencion6 a un colector que observosackalonias vivas d&. adareanum
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describiéndolas como de color naranja. RecientemeHRplovitz y col. (2011)

encontraron que las colonias 8e adareanuntomadas de la estacion Palmer de EE.UU
(Isla Anvers, Peninsula Antartica Occidental) déeren la forma de las colonias, y
mostraban también diferencias marcadas en la datvanti-diatomea de sus metabolitos

secundarios. No se realizé mencion alguna del c&das colonias.

En las Islas Shetland del Sur, dos formas sinslate Synoicumhan sido
encontradas: una de color verde-amarillenta conirprdos alargados, y otra de color
naranja-amarillenta con pedanculos mas cortos gzsbmas redondeadas (observacion
personal de Marcos Tatian). Es probable que vaaxd&omos hayan considerado ambas
formas comoS. adareanumya que en la mayoria de las descripcioneS.dadareanum
(Herdman 1902; Van Name 1945; Millar 1960; Kott 99¢ otros) se tuvo en cuenta el
rango completo de las caracteristicas diferencidéetos zooides usadas por Monniot y
Monniot (1983) para separaiSa adareanunale S. ostentarDado que estas diferencias de
color no han sido reportadas en descripciones gsgara estas especies, surge la pregunta
si estas dos formas se corresponden a un polimarfimtraespecifico dentro de una
especie, o si se trata de especies diferentes.

En los dltimos afios, los estudios llevados a cafmomarcadores moleculares han
permitido distinguir polimorfismos intraespecificds rasgos fenotipicos que caracterizan
diferentes especies dentro de las ascidias. Popkese ha encontrado que las diferencias
de color en poblaciones dotryllus schlosserestan determinadas por varios loci que se
heredan en forma mendeliana simple, y por lo tald®,diferencias en la coloracion
constituyen un polimorfismo intraespecifico (SabbatB82; Yund y O’Neil 2000). Por
otro lado, se encontré que especies que presenpaiarorfismo en su forma y coloracion
resultaron ser complejos de especies como en ladias colonialesPseudodistoma
crucigaster(Tarjuelo y col. 2004), especies que han sido asigs a los géner&@ystodytes
(LOpez-Legentil y col. 2005) yPycnoclavella (Pérez-Portela y col. 2008) del Mar
Mediterraneo, y la espec@idemnum mollale las Islas Ryukyu en Japon (Hirose y col.
2010).

El ADN mitocondrial, especificamente el gen CiteumOxidasa | (COIl), ha sido

utilizado con éxito en estudios de especiaciona pasolver problemas de limites de
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especies, en analisis filogeogréaficos y filogem&ide este grupo (Tarjuelo y col. 2001,
2004; Turon y col. 2003; Lopez-Legentil y Turon 80Q6pez-Legentil y col. 2006; Pérez-
Portela y Turon 2008; Hirose y col. 2009; Goldstierol. 2010; Haydar y col. 2011;
Pineda y col. 2011). A su vez, el gen mitocondziécromo b (Cit b) ha sido ampliamente
utilizado en animales para evaluar la estructurgétiga poblacional. Este gen también ha
sido considerado uno de los mas utiles para eldiestiilogenético en varios niveles
taxonomicos dentro de los vertebrados (Irwin y d8191; Graybeal 1993; Lamb y col.
1994; Moore y DeFilippis 1997; Nunn y Stanley 19@&rnaval y Bates 2007; Larmuseau
y col. 2009; Trucchi y Sbordoni 2009i y Qian 2011)Los genes ribosomales (28S, 5.8S y
18S) presentan diferentes tasas de evolucion ysidanampliamente utilizados en analisis
filogenéticos. Los genes RNAr 18S evolucionan neasamente que los genes 28 S RNAr,
por lo que suelen ser empleados en la construdediiogenias profundas (Bargues y Mas-
Coma 1997; Wada 1998; Swalla y col. 2000; Stacturpdville 2002; Zeng y col. 2006;
Stach 2009; Stach y Kirbach 2009 Matsuda y col4201

Objetivos que se abordaran en el capitulo:

e Caracterizar morfologicamente a los individuos @s dnorfotipos de la
ascidia colonialSynoicum adareanungue se encuentran a lo largo de

diferentes localidades de la Peninsula Antartica

» Evaluar el grado de diferenciaciéon genética de nusfotipos, a fin de
establecer si la variabilidad morfolégica se cqroegle con un polimorfismo

intraespecifico o bien, si se trata de especiesatifes

» Inferir los procesos demograficos y factores biggéficos involucrados en
la determinacion de la estructura genética y pesiblventos de especiacion

enS. adareanum
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2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Toma de Muestras

Un total de 71 colonias d& adareanunfueron colectadas en las Islas Shetland del
Sur, durante el Proyecto Antartico BENTART-06 dBIO Hespérides” (Enero y Febrero
de 2006), durante el Proyecto Antartico Mission akctique-06 del “Sedna IV’
(Noviembre de 2006) y durante la campafia de vedehinstituto Antartico Argentino en
Caleta Potter (Enero de 2009). Las estaciones @stneo se indican en la Figura 2.1, y las
caracteristicas de dichas estaciones en la Tabld.2s muestras de Decepcion, Low45 y
Low46, fueron colectadas con una red de arrasietras que las muestras de la Isla 25 de
Mayo (Caleta Potter), Melchior y Palmer, fueronesiiias mediante buceo. Las colonias
muestreadas en Decepcion, Low45 y Low46 fuerorgfaftadas inmediatamente luego de
haber sido colectadas. Las muestras obtenidas mediaceo en la estacion de Caleta
Potter permitieron realizar observaciones “in sitl€ las colonias y tomar fotografias
subactuaticas. Las fotografias de las coloniasnanodd el color “in vivo” se muestran en la
Figura 2.2. Una vez colectadas, las colonias fuestajadas por inmersion en agua de mar
con cristales de mentol durante varias horas. Luaga pequefia porcion de cada colonia
fue disecada, fijada en etanol 95% y almacenad?0&C-hasta llevar a cabo los andlisis
genéticos. Bajo un microscopio binocular, empleandstrumentos histolégicos, se
extrajeron varios zooides de cada porcién de calpréservada en etanol, a los cuales se
les removié la tdnica, el intestino y larvas (encako de encontrar), para evitar la
amplificacion de posibles contaminantes como osyaos comensales, y/o contenidos
intestinales. Las porciones de colonias que nmfuetilizadas para estudios genéticos, se
fijaron en agua de mar con formaldehido 2,5%, paeminar los zooides, y efectuar los

analisis morfolégicos.
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Figura 2.1. Mapa del Continente Antartico, donde se indicamaaor rosado los sitos de muestreo de la asca@ial Synoicum
adareanumCon color celeste se indican las islas cercanastaciones cientificas donde se realizaron lastreons



Tabla 2.1. Estaciones de muestreo, localizaciones (coordengdagraficas), namero total de
muestras (N), profundidad de muestreo de los iddios y el morfotipo de los individuos
muestreados: NA (naranja-amarillento), o VA (veaahearillento)

ESTACION DE | LOCALIZACION | PROFUNDIDAD | MORFOTIPO N

MUESTREO DE
MUESTREO
Isla Decepcion | 63° 01'S, 60° 32’0 215m NA 10
(Dec)
Isla Low (Low45) 63°43' S, 62° 86 m NA; VA 20
21'0
Isla Low (Low46)| 63°43’S, 62° 24’ 97 m NA; VA 20
O
Isla 25 de Mayo| 62° 13'S, 58° 42'0 20m NA 13

(Caleta Potter)

Archipiélago de | 64° 38'S, 62° 60'O 15m NA 4
Melchior
(Melchior)

Archipiélago de | 64° 14'S, 62° 49'0 18 m NA 4

Palmer (Palmer)
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Morfotipo VA muestreado en Low46

Morfotipo VA muestreado en Low45

Morfotipo NA muestreado en Low45 Morfotipo NA muestreado en Low46

Morfotipo NA muestreado en Morfotipo NA muestreado en
Caleta Potter Caleta Potter (in vivo)

F

Figura 2.2. Fotografias de las colonias 8gnoicum adareanumostrando el color “in vivo” de los
morfotipos. NA: naranj-amarillento; VA: verd-amarillentc
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2.2.2. Observaciones morfoldgicas

Se registraron los caracteres morfolégicos quedifgan aS. adareanunde S.
ostentorde acuerdo a las descripciones de Monniot y Mdr(i@83): numero de filas de
estigmas en el saco branquial, nimero de estigordiigy posicion del ovario (en la parte
superior de la regién posterior del abdomen, ptapedel intestino, o en la mitad de la
region posterior del abdomen, muy por debajo dekimo).

Por cada sitio de muestreo se examinaron tresieslgrdiez zooides por colonia de
cada morfotipo bajo lupa a partir de material fijash formaldehido (Fig. 2.3).

Figura 2.3. Fotografia bajo lupa de dos zooides pertenecieatanorfotipos diferentes d8.

adareanumtefiidos con el colorante Rosa de Bengala. Lar&ighmuestra un zooide de una colonia
del morfotipo naranja-amarillento y la Figura b)estra a un zooide de una colonia del morfotipo
verde-amarillento
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2.2.3. Extraccion de ADN, amplificacion y secuenaién

El ADN gendmico total se extrajo a partir del ab@onposterior de un zooide
individual por colonia, utilizando el método de ifiaacion salina descripto en el protocolo
1 de Bruford y col. (1992), seguido por una preapdn con etanol. Una vez realizada la
extraccién, el ADN se almacen6 en agua bidestilad4°C hasta llevar a cabo la

amplificacion por PCR (Reaccion en Cadena de lafeohasa).

Para la reaccion de amplificacion por PCR del gemsomal 18S, se utiliz6 el set de
cebadores 18S 5-ACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3' y 18S 5'-
GATCCTTCTGCAGGTTCACCT-3 ya empleado por Stach yrFeville (2002) en un
estudio filogenético de los tunicados. Las rea@sode PCR se llevaron a cabo en
volumenes de 50. Ademas de incluir el ADN molde de cada ejemglad de ADN sin
diluir), cada reaccion de PCR incluyglsel “buffer” 10x de reaccion [750mM Tris-HCI
pH 8,8, 200mM (NH).SO,, 0,1% Tween-20], 28 MgCl, 25mM, 0,75l de cada dNTP
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP; stock 20mM), {1, %le cada cebador (stock 10mM), d,8e
Taq ADN Polimerasa (stock 5 WL; “Thermo Scientific” EP0402, Brasil) y ddi@ para
completar el volumen final. Las amplificacionesllewaron a cabo en un termociclador
Px2, “Thermo ELECTRON CORPORATION?” con el siguiept®grama de amplificacion:
1 min a 94°C, 30 ciclos de desnaturalizacion a 946€10 seg, union del cebador a 60°C
por 25 seg, y extension a 72°C por 30 seg, segledm post-tratamiento de 7 min a 72°C,
y un enfriamiento a 4°C. En cada reaccion de PGRiimos un control negativo para
detectar posibles contaminaciones. Debido a gueenograron amplificaciones exitosas en
S. adareanumcon la reaccion de amplificaciébn anteriormentecdpt, se hicieron
modificaciones en la misma probando distintos veides de ADN (0,5 a pb),
concentraciones de Mg{X2,5 a 4ul), se varié el numero de ciclos de reaccion (23 Ry

la temperatura de unién del cebador (45 a 65°C).

Para la reaccion de amplificaciéon por PCR del génaondrial Citocromo Oxidasa
I  (COI) se utilizd el set de cebadores universaled.C01490:5'-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3 \ HC021985'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) disefiados por Folmey col. (1994). Las

reacciones de PCR siguieron las mismas especiitasi generales mencionadas
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anteriormente. El programa de amplificacion fue:n8n a 94°C, 36 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 1 min, union del cebad50°C por 1 min, y extension a
72°C por 2 min, seguido de un post-tratamiento d@rva 72°C, y un enfriamiento a 4°C.
En cada reaccion de PCR incluimos un control negagpara detectar posibles
contaminaciones. Los productos de doble cadena ifamagbs fueron purificados y
secuenciados en ambas direcciones en Macrogen (BESd realizé una busqueda “Blast”

en el Banco de Genehtip://www.ncbi.nlm.nih.goy; y se encontré que solo 4 de los 15
haplotipos obtenidos a partir de los zooides amsplifos mostraron una alta homologia con
secuencias COI de otras especies de ascidias fdenlia Polyclinidae. El resto de los
haplotipos mostraron una alta homologia con ger@sb@cterianos. Por lo tanto, a partir
de secuencias COI de ascidias de la familia Poligee obtenidas del Banco de Genes
(Tabla 2.2), y de las secuencias COIl $e adareanumque presentaron una elevada
homologia con ascidias, se obtuvo una secuenciaensn y mediante el empleo del
programa Primer3 2.2.2 (Rozen y Skaletsky 2000),dsefid un set de cebadores
especificos par&. adareanumPolCOI-F 5-TTGATCTGCTCCTHCTTAGA-3' y PolCOI-

R 5-CCACTAGARTGTGCTAARCC-3'.

Las reacciones de PCR siguieron las mismas esmendnes generales
mencionadas previamente. El programa de amplibcafiie: 3 min a 94°C, 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 1 min, union del ceba&d40°C por 1 min, y extension a
72°C por 1 min, seguido de un post-tratamiento da@rva 72°C, y un enfriamiento a 4°C.
En cada reaccion de PCR incluimos un control negapara detectar una posible

contaminacion.

Por otro lado, para la reaccion de amplificaciom P€R del gen mitocondrial
Citocromo b, se utilizé el set de cebadores ya eatu por Zeng y col. (2006) en un
estudio filogenético del orden Stolidobranchia. &imbargo, no se lograron amplificaciones
exitosas erS. adareanumDebido a este inconveniente, se utilizaron sedasrndel gen
Citb de ascidias de los ordenes Aplousobranchiblgt®branchia obtenidas del Banco de
Genes (Tabla 2.3) para obtener una secuencia gmsarpartir de la cual y mediante el
empleo del programa Primer3 2.2.2 (Rozen y Skale®B00), se disefid un set de
cebadores especificos: cobF 5-TGGGTGRYCAAGAAGAAG-3y CobR 5'-
GGRAANARRAARTAYCAYTC-3'. Con este par de cebadolegramos amplificar solo
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las secuencias para el gen Citb de los individuesSdadareanundel morfo verde-
amarillento. Estas secuencias se utilizaron pat@neb una secuencia consenso, a partir de
la cual, con el programa Primer3 2.2.2 (Rozen ye$lay 2000), se diseiido un segundo par
de cebadores especifico para S. adareanum  Syn_Cytb-F 5'-
GGTTTGTGTWGGWTTTTTTTTAATTATTCAAG-3’ y Syn_Cytb-R5'-
CTTAAAGGATTYCYAGATCTTCTACC-3..

Las reacciones de PCR siguieron las mismas egsmetdnes generales
mencionadas anteriormente. El programa de ampi6oafue: 2 min a 95°C, 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 1 min, union del cebad43°C por 1 min, y extension a
72°C por 1 min, seguido de un post-tratamiento da@rva 72°C, y un enfriamiento a 4°C.
En cada reaccibn de PCR incluimos un control negafpara detectar posible

contaminacion.

Tabla 2.2. Especies de ascidias utilizadas para
la obtenciéon de la secuencia consenso y sus
respectivos nimeros de acceso al Banco de
Genes

ESPECIE N° ACCESO
Aplidium conicum NC 013584.1
Aplidium elegans AY600971.1
Aplidium fuscum AY600975.1

Aplidium pseudolobatur; AY600967.1
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Tabla 2.3.Ordenes, familias y especies de ascidias emplgzatada obtencion
de la secuencia consenso y sus respectivos nlaerxsceso al Banco de Genes

ORDEN FAMILIA ESPECIE N° ACCESO

Aplosubranchig Clavelinidae| Clavelina lepadiformig NC_012887.1

Aplosubranchig Polyclinidae| Aplidium conicum | NC 013584.1

Aplosubranchig Didemnidae| Diplosoma listerianunj NC_013556.1
Phlebobranchig Cionidae Ciona intestinalis | NC_004447.2

Phlebobranchig Cionidae Ciona savignyi AB079784.1
Phlebobranchig Ascidiidae | Phallusia mammillata) NC_009833.1
Phlebobranchig Ascidiidae Phallusia fumigata | NC_009834.1

Los productos de amplificacion se separaron megliatgctroforesis en geles de
agarosa (1% P/V en buffer TBE 0,5x con 0 9% de bromuro de etidio) a un voltaje
constante (100V) durante 2 horas, se visualizago UV y se fotografiaron. Luego, los
productos de PCR se purificaron y secuenciaron acrdgen (EE.UU) empleando los
mismos cebadores que se utilizaron para la reac®ORCR. Con el fin de descartar la
amplificacion de secuencias que no se correspardmn las de ascidias, se secuenciaron
ambas hebras y se realizé una blsqueda “Blast! Bareo de Genes con cada haplotipo

encontrado.

Las secuencias se analizaron con el programa CHR®MAsion 2.23 (McCarthy
1998) y se editaron manualmente. Posteriormentealisearon empleando el programa
MEGA version 5 (Tamura y col. 2011). Una vez alineagasa cada gen por separado) las
secuencias de todos los individuos se colapsardmaplotipos. A su vez, las secuencias

pudieron ser traducidas a aminoacidos sin la poisele codones stop.

2.2.4. Analisis genéticos poblacionales

Utilizando el programa DNAsp 4.10 (Librado y Ro2899) se estimaron diferentes

indices de diversidad genética dentro de las esteside muestreo: diversidad nucleotidica
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(r), numero de sitios polimorficosS( Nei 1987; Lynch y Crease 1990), diversidad
haplotipica Kd; Nei 1987) y el nimero de diferencias nucleotiglica

Mediante el programa Modeltest 3.0 (Posada y Cithrid@®8), considerando el
Criterio de Informacién de Akaike (CIA) y comparawes estadisticas de 56 modelos de
evolucion diferentes, se selecciond el mejor modkdosustitucion nucleotidica que se
ajusté a nuestros datos. Para el gen COI el mepateln fue GTR+G, con un valor del
parametro gamma de 0,032, mientras que para elCgbn el mejor modelo fue GTR.
Debido a que ninguno de estos modelos esta implacheren el programa ARLEQUIN
3.11 (Excoffier y col. 2005), las distancias geradi de a pares entre haplotipos se
estimaron empleando el modelo de sustitucion ntidiea més cercano: el de Tamura-Nei
(TrN) con una correcciéon de gamma para la hetemidad de las tasas de mutacién de
0,032 para el gen COI. La matriz de distancia tasté se emple0 para realizar un Analisis
de Varianza Molecular (AMOVA) y para calcular, maatie la utilizacion del indic@sr, la
diferenciacion entre pares de sitios de muestreidice st es analogo a la medida de
varianza en las frecuencias alélicas entre pobiasidist) de Wright (1969), pero también
tiene en cuenta las diferencias mutacionales évapdotipos (Excoffier y col. 1992). El
indice ®st entre pares de sitios se calculd considerandmdalitlad geografica y la
localidad geografica y morfotipo. Mediante el asiglide AMOVA se evaluaron diferentes
estructuras poblacionales: A) un grupo de poblasor) considerando sitios geograficos de
muestreo sin tener en cuenta el morfotipo), o @hstderando sitios de muestreo y
morfotipo; B) dos grupos: sitios de muestreo detfmdIA vssitios de muestreo del morfo
VA. La significancia de todos los indices se evauipaves de 10.000 permutaciones. La
correlacion de los valoreBst de a pares y la distancia geografcdre poblaciones dg.
adareanumse estimo utilizando la prueba de Mantel. Se zaan tres pruebas: a) entre
sitios de muestreo sin considerar el morfotipoeriye sitios de muestreo considerando el
morfotipo, c¢) entre sitios de muestreo consideragldmorfotipo excepto las muestras NA

de Low45. Se utilizé el programa Arlequin para wdstos calculos.

Las relaciones entre los haplotipos se estimaronpaatir de diferentes
aproximaciones. En primer lugar se aplicaron trésodos de construccidén de arboles, uno
basado en Maxima Parsimonia (MP), otro en distangéméticas, y el ultimo en Inferencia

Bayesiana. Los arboles filogenéticos obtenidosrtarmke los métodos de MP vy distancias
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se estimaron empleando el programa PAUP 4.0b10f{@add2001). Mientras que el arbol

filogenético con la mayor probabilidad posterioP)YPse estimé utilizando el programa
MrBayes (Ronquist y Huelsenbeck 2003). Para elisia@le MP se empled un algoritmo de
busqueda heuristico, obteniéndose el arbol inj@l adicion secuencial, utilizando el

algoritmo de biseccion-reconexion de arboles (TB&a el intercambio de ramas. El arbol
basado en distancias se construyé sobre la basasddistancias TrN entre haplotipos
utilizando el método de “Neighbor-Joining” (NJ). Bmbos andlisis, se realizaron 1.000
replicaciones de “bootstrap” para construir un Aidmmsenso de mayoria, y evaluar el

soporte estadistico de los nodos de los arbotegefiiéticos encontrados.

El analisis Bayesiano se realizé empleando secaenmuicleotidicas particionadas
por codon. Dicha particion se llevé a cabo conreama MEGAversion 5 (Tamura y col.
2011). Los modelos de sustitucion nucleotidica que setajus a nuestros datos fueron
seleccionados por comparacion estadistica de 56elo®wdde evolucion diferentes
empleando el programa Modeltest 3.0 (Posada y @Hat@98) y utilizando el Criterio de
Informacion de Akaike. Los modelos seleccionad@sdn: GTR para la primer posicion,
F81+| para la segunda posicién, y HKY para la tergmsicion del codén. Para evaluar las
topologias, se usaron 4 cadenas de un algoritn@@adena de Markov-Monte Carlo, con 5
millones de generaciones cada una, en dos coritiEpendientes. Los arboles se
muestrearon cada 1.000 generaciones, y el prim& @& ellos se lo consideré6 como
periodo de calentamiento, y se lo descarto.

Los tres analisis filogenéticos se realizaron pasa uno de los genes
mitocondriales. En el caso del gen COI, se inclupad secuencia d8. adareanunde
Tierra Adelia (Base de datos BoLD ASCANO011-10).t&ghos los andlisis (tanto para el gen
COlI, como para el gen Citb), se utilizaron comaaxupos &iona intestinalis, Clavelina
lepadimorfisy Herdmania momu@NuUmeros de acceso al Banco de Genes: NC_004447.2,
NC 012887.1 y NC_013561.1 respectivamente). Lo®lésbresultantes se graficaron

utilizando el software TreeView (Page 1996).

En segundo lugar, se construyd una red de haptotipn el programa Network
(Bandelt y col. 1999), el cual implementa el algod de “Median Joining”. Este algoritmo

genera secuencias hipotéticas (vectores mediarsxsiehtemente ancestrales), necesarios
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para conectar segun el principio de maxima parsinias secuencias existentes dentro de

la red, sin asumir la bifurcacién de las relaciones

2.2.5. Analisis demografico

La neutralidad selectiva de las mutaciones se évakdiante el indicEés (Fu 1997)
utilizando el programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier plc 2005). La distribucion de las
frecuencias de las diferencias de a pares entreidods se compar6 con la distribucién
esperada de un modelo de expansién poblacionaéimgritado en ARLEQUIN (Rogers y
Harpending 1992; Excoffier y Schneider 1999), pavaluar un posible evento de
expansion poblacional historico. La validez del mloddemografico estimado se evaluo a
través de la distribucion estadistica de SSD (sdmdas diferencias al cuadrado) con
remuestreo paramétrico (Excoffier y Schneider 1998) indice de irregularidad
(Harpending 1994) se utilizd para evaluar la desdrade la distribucion unimodal de las
diferencias de a pares. El pardmetro poblaciof@scala de tiempo mutacional) también se
obtuvo empleando el programa Arlequin. El calcumF$ y de las distribuciones de
diferencias de a pares se realizaron consideraaldset de datos completo, los haplotipos
hallados solamente en los individuos NA (morfotiparanja-amarillento), los haplotipos
hallados solamente en los individuos NA mas losldtigms compartidos entre los dos
morfotipos, y finalmente considerando los haplaipA (morfotipo verde-amarillento), y
los haplotipos compartidos entre ambos morfotipos.

La escala de tiempo mutacional2ut puede ser utilizada para estimar el tiempo de
la expansion poblacional, por lo que a partirdede los analisis de las distribuciones de
las diferencias de a pares entre individuos, dméstl tiempo (en afos) desde el dltimo
evento de expansion demograficas/2a, donde t es el tiempo en generacioness la
escala de tiempo mutacional, y u es la tasa decwuatgpor generacion de la secuencia
entera (u= gk, p es la tasa de mutacion por nucleétido, y k esielaro de nucledétidos de
la secuencia entera) (Castro 2007; Qi y Qian 20Rada el gen COI se tuvo en cuenta el
valor dep= 4,95 x 168 por sitio y por afio, obtenida de ectodermos (MdtR4a9), la cual
fue empleada por Tarjuelo y col. (2004) en el aiwlie coalescencia de la ascidia colonial
Pseudodistoma crucigastdvlientras que para el gen Citb, se tuvo en cueintalor deu=
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2,7 x 10° por sitio y por afio, resultante de los estudiesaltlos a cabo por Qi y Qian
(2011) con cefalocordados (anfioxos).

2.2.6. Estimacion de tiempos de divergencia

La estimacion de los tiempos de divergencia emsentorfotipos presentes en la
Peninsula Antartica y entre éstoSyadareanunde Tierra Adelia, se realizd mediante el
programa BEAST version 1.6 (Drummond y col. 20QA)jzando las secuencias de los
genes COI y Citb combinados. Se decidi6 empleas @énes combinados ya que brindan
mas informacion que si se consideran los anal@islas genes por separado (Gray y col.
2006). Los haplotipos resultantes de la combinadénlos genes mitocondriales se

obtuvieron con el programa DNAsp 4.10 (Librado y&92009).

Se tuvieron en cuenta tres puntos de calibraciéa lpaestimacion de los tiempos
de divergencia. Por un lado, el tiempo de divergeantre dos especies G&ona (Ciona
intestinalisy Ciona savigni que fue de aproximadamente 184 (+/- 15) MA (Berrcl.
2009); por otro lado se consideré el tiempo de rdgeecia de los Cordados de
aproximadamente 896 MA (832-1022 MA,; Swalla y Sn#008), y el de Ambulacraria
(Equinodermos + Hemicordados) de aproximadamer@eMBX (725-1074 MA; Swalla y
Smith 2008). Debido a que el modelo de evoluciohadeol es diferente si se trata de
estimaciones intra-especie, para lo cual se utilizanodelo de coalescencia, o si se trata
de analisis inter-especificos, donde se aplicacgleto Yule (“yule process”), se realizaron
dos analisis por separado. Por un lado, se estimierapo de separacion enti®.
adareanumde Tierra Adelia y los morfotipos encontrados es lacalidades de la
Peninsula Antartica, y entre éstas y otras espeakgéneraSynoicumy de la familia
Polyclinidae. Por otro lado, se estimo el tiempaejgaracion entre haplotipos dentraSde
adareanum Se utilizo el programa BEAUti versién 1.7.2 (Dmmond y col. 2012) para
obtener el archivo de entrada para el programa BEA®stablecer los parametros del

modelo de sustitucion de las secuencias, del meddgcular y de evolucion del arbol.
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2.2.6.1. Analisis Interespecifico

Se utilizaron cuatro miembros de la familia Polyclae (un representante del
morfotipo naranja-amarillento d& adareanumun individuo de la especke. adareanum
muestreado en Tierra Adelia, un miembro de la esp®Bgnoicum castellatumy un
representante dAplidium conicuny un miembro de la familia Clavelinida€lavelina
lepadiformig, y dos representantes de la familia Cionid@erfa intestinalisy Ciona
savigny). El equinodermdstichopus horrensy el hemicordad&khabdopleura compacta
fueron utilizados como extragrupos. Todas las sexsas utilizadas en este estudio (a
excepcion de la perteneciente al morfotipo NA Sleadareanuiy fueron tomadas del
Banco de Genes, y de la Base de datos BolLD, speatigs numeros de acceso se
encuentran en la Tabla 2.4. En el andlisis se yechin secuencias del gen COIl y del gen
Citb de todos los individuos, excepto 8ecastellatuny del individuo deS. adareanum
muestreado en Tierra Adelia, donde sélo se inctuydais secuencias COI, debido a que

hasta la fecha no ha sido amplificado el gen Gatla gstas especies.

El mejor modelo de sustitucion nucleotidica pardacgen se obtuvo con el
programa Modeltest 3.0 (Posada y Crandall 1998¢ gstablecieron como GTR+G para el
gen COIl, y GTR+I+G para el gen Citb. Se eligio facion “uncorrelated lognormal
relaxed clock”, que permite tasas independientessua&itucion nucleotidica sobre

diferentes ramas. El arbol de partida fue aleatorio

Para el analisis con los genes combinados seaeati3 corridas de 5 millones de
generaciones cada una, con un muestreo cada l@Pagemes, y se descartd el 10%
inicial de las muestras como periodo de calentamitivurn-in”. Las 3 corridas fueron
combinadas mediante el programa LogCombiner versiér{Drummond y col. 2005). La
convergencia, la mezcla de cadenas, y la evaluadgmue los tamafios de muestra
efectivos (ESS) fueran mayores a 200 para todospéméametros, se realizé con el
programa TRACER 1.5 (Rambaut y Drummond 2007).
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Tabla 2.4. Especies, genes y nimeros de acceso al Banco de
Genes y Sistema BOLD, empleados en los analiser It
Intraespecificos

ESPECIE GEN N° ACCESO
Synoicum adareanum COl ASCANO011-10
Synoicum castellatum COl KC017441.1
Aplidium conicum COl NC _013584.1
Aplidium conicum Citb NC _013584.1
Clavelina lepadiformis COl AM292603.2
Clavelina lepadiformis Citb AM292603.2
Ciona intestinalis COI NC_004447.2
Ciona intestinalis Citb  NC_004447.2
Ciona savignyi COl ABO079784.1
Ciona savignyi Citb AB079784.1
Stichopus horrens COl NC_014454.1
mitochondrion

Stichopus horrens Citb NC_014454.1
mitochondrion

Rhabdopleura compacta COl FN908482.1
Rhabdopleura compacta Citb FN908482.1

2.2.6.2. Analisis Intraespecifico

Para el andlisis intraespecifico se utilizaronhaplotipos obtenidos a partir de los
dos morfotipos dé&. adareanumEn el andlisis con los genes combinados, searin
como extragrupos al individuo d8&. adareanummuestreado en Tierra Adelia, un
representante d8. castellatumy uno deA. conicum Las secuencias utilizadas como
extragrupos fueron tomadas del Banco de Genes ija dgase de datos BolLD, sus
respectivos nimeros de acceso se encuentran able 4. En este analisis se incluyeron
secuencias del gen COIl y del gen Citb de todombhigiduos, excepto d&. castellatuny
del representante d®. adareanunmuestreado en Tierra Adeligue hasta la fecha no

poseen secuenciado el gen Citb, y de los individiedsnorfo NA deS. adareanunen
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donde no se logré amplificar el gen COI (individus2, 153, 155, 157, 158, 159 de
Low45, los individuos 6, 9, 10, 12, 13 de Caletdtétp los individuos A, B, C, D de
Melchior y los individuos 1, 2, 3, 4 de Palmer).

El mejor modelo de sustitucion nucleotidica pardacgen se obtuvo con el
programa Modeltest 3.0 (Posada y Crandall 1998jual fue GTR+G para ambos genes
mitocondriales. Se seleccionaron las opciones “walaied lognormal relaxed clock”, y la
opcion tamafo constante para el parametro “Treer"Pde coalescencia. El arbol de

partida fue aleatorio.

Se tuvieron en cuenta tres puntos de calibraciéa lpaestimacion de los tiempos
de divergencia a nivel intraespecie tomados dellissmainterespecifico efectuado
previamente. El primer punto de calibracion fudieinpo de divergencia de la familia
Polyclinidae, que fue de aproximadamente 219 (8} WA; el segundo punto de
calibracion fue el tiempo de divergencia de las ekymecies d8ynoicumque fue de 204
(+/- 72) MA aproximadamente. Por ultimo, el terpento de calibraciéon fue el tiempo de
divergencia de los dos haplotiposSleadareanungeograficamente distantes (haplotipo de
Tierra Adelia, y uno de los haplotipos de las IslBBetland del Sur), que fue
aproximadamente de 127 (+/- 46) MA.

Para el andlisis con los genes combinados, seaeati 4 corridas de 5 millones de
generaciones cada una, con un muestro cada 100agemes. Las 4 corridas fueron
combinadas mediante el programa LogCombiner verkiér{fDrummond y col. 2005). Se
descartd el 10% inicial de las muestras como peridel calentamiento “burn-in”. La
convergencia, la mezcla de cadenas, y la evaluagdue los ESS fueran mayores a 200
para todos los parametros, se realizd con el pmagrdRACER 1.5 (Rambaut y
Drummond 2007).
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2.3. Resultados

2.3.1. Observaciones morfoldgicas

Los zooides exhibieron diferencias que fueron @orist en los dos morfotipos. La

frecuencia de cada morfotipo por estacion de meese indica en la figura 2.4.

El morfotipo NA exhibié colonias de color naranjaaxillento con pedinculos

cortos y cabezas redondeadas. Los térax fuerondaopn 14-16 filas de estigmas en el

saco branquial. EI nUmero de estigmas por filabved 24 a 26. El ovario se situd en la

parte superior de la region posterior del abdormpendebajo del intestino (abdomen).

El morfotipo VA exhibié colonias de color verde-aiflanto sin cabezas

redondeadas y con pedunculos alargados. Los téoakamon de 21 a 22 filas de estigmas

en el saco branquial. EI nimero de estigmas parvrié de 31 a 34. El ovario se situd

aproximadamente en la mitad de la regién postatgrabdomen, muy por debajo del

intestino (abdomen).

Caleta Pott

Low45
Low46

Palmery

¢

Isla Elefante ‘
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Figura 2.4. Mapa del area de estudio que muestra la ubicacdtos sitios de muestreo (estrellas). La
frecuencia de cada morfotipo por estacion de meeste indica en los graficos de tortas. Los maqusti
estan representados con colores diferentes enafic@rde tortas. Color naranja: Morfotipo naranja-

amarillento, color verde: Morfotipo verde-amaritien
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2.3.2. Extraccion de ADN, amplificacion y secuenaign

A pesar de los esfuerzos y las diferentes prueteasuadas en las reacciones de
PCR, no se logré amplificar el gen ribosomal 18%iaeguno de los dos morfotipos.

Por otro lado, el set de cebadores especificosiaties paraS. adareanum
permitid la amplificacion parcial del gen mitocomdlrCOIl en 53 representantes de las
colonias muestreadas de ambos morfotipoS.dedareanunTabla 2.5). La longitud final
de las secuencias amplificadas (Fig. 2.5) luegoatiséamiento y el recorte fue de 304
pares de bases (pb) y libre de gaps.

Para la reaccion de amplificacién por PCR del génaondrial citocromo b, el set
de cebadores especifico disefiado [@aradareanumpermitié la amplificacién parcial del
gen Citb de todos los representantes de las cslonigestreadas de ambos morfotipos de
S. adareanumlLa longitud final de las secuencias amplificadg&y. 2.6) luego del
alineamiento y recorte fue de 504 plb @ap de tres nucleotidos se incorporé hacia al fin

del alineamiento en algunas de las secuencias).

- e eee BRI —p—

Figura 2.5. Fotografia de una electroforesis en gel de agatedas
productos de amplificacion por PCR del gen COI. Lmsneros
representan las calles: calles 1 a 8: fragmentdificago de 304 pb
del gen COl para 8 individuos & adareanumcontrol negativo C(-);
marcador de 100 pares de bases (M)

37



1 2345 67 89101112131415CH-H)M

Figura 2.6. Fotografia de una electroforesis en gel de agatedas
productos de amplificacion por PCR del gen Citbs Lmimeros
representan las calles: calles 1 a 12, fragmentdificado de 504 pb
del gen Citb para 12 individuos & adareanumcontrol negativo
C(-); marcador de 100 pares de bases (M); en lesd&B, 14y 15 no
se obtuvieron amplificaciones

2.3.3. Gen COI: Analisis genéticos poblacionales

Se identificaron 17 haplotipos diferentes (Tabl&a) Zyue presentaron 11 sitios
polimorficos. El detalle de los haplotipos encodts en cada colonia individual se
presenta en la Tabla 2.6. El nUmero de haplotiposrdrado en cada estacién de muestreo,
el numero de sitios polimoérfico§)( los valores de diversidad haplotipit#d) y los valores

de diversidad nucleotidicalse muestran en la Tabla 2.5.

Las frecuencias de haplotipos por estacién de magese presentan en la Figura
2.7. La diversidad nucleotidica total fue de 0,d0® diversidad de haplotipos fue 0,763 +
0,058 (media + DE), y el numero medio de diferemaiacleotidicas fue 2,938. Caleta
Potter y la Isla Decepcion presentaron los valonds altos de diversidad nucleotidica,

como asi también de diversidad de haplotipos.

De los 17 haplotipos encontrados, sélo 2 (Hap Wap VIII) fueron compartidos
entre los dos morfotipos, 13 fueron exclusivosrdetfotipo NA y 2 fueron exclusivos del
morfotipo VA (Hap X y Hap XI). A su vez, solo 4 ttes 17 haplotipos fueron compartidos
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entre sitios de muestreo (Hap | entre Low45 y @akotter, Hap Il entre Decepcion y
Caleta Potter, Hap VIl y Hap VIII entre Low45, Lo@4 Decepcidn). El porcentaje de
singletones (haplotipos representados por un s@mbro en el conjunto de datos) fue de
52,94% EI haplotipo mas frecuente (Hap VIII) se distgbuampliamente; se observo en el
47,17% de los individuos, en la mayoria de laslidades (Low46, Low45 y Decepcién) y
ademés fue compartido entre los morfos NA y VA.sefjundo haplotipo més frecuente
(Hap VII) presento6 caracteristicas similares adielshaplotipo VIII. Decepcion presentd 3
haplotipos exclusivos (Hap VI, Hap IX y Hap XVIB| igual que Low45 (Hap IV, Hap VI
y Hap XlI) y Low46 (Hap lll, Hap X y Hap XVI), mierds que Caleta Potter tuvo 4
haplotipos exclusivos (Hap XlI, Hap Xlll, Hap XIViap XV).

Isla Elefante ‘
.." -,

200 km
]

Figura 2.7. Mapa del area de estudio que muestra la ubicac&ros sitios de muestreo
(estrellas). La frecuencia de cada haplotipo del@@I por estacién de muestreo se indica en los
gréficos de tortas. Los haplotipos estan repredeataon nimeros romanos y colores diferentes
en el grafico de tortas. Los haplotipos subrayaddigan aquellos haplotipos compartidos entre
los morfos NA 'y VA'y las localidades de Low45, Ldwl Decepcion
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Tabla 2.5. Sitios de muestreo, nimero de haplotipos, divedsidsleotidica1f), diversidad haplotipicaHd) y nimero de sitios polimérficoS) estimados a partir del gen
mitocondiral COI erSynoicum adareanurhos haplotipos compartidos entre los morfotip@syNVA se encuentran subrayados

HAPLOTIPOS

SITIOS DE | I {1 (1 [ IV [V VIV VI PIX | XXX XN | XV | XV | XVI | XVIE | TOTAL 1l Hd S
MUESTREO

Decepcion -1 1 - -1 -1 2 2 4 10-1 - - - - - - 1 11 0,012 | 0,855 | 10
Low46 -l -0 - -] - 4 13| - 11| - - - - - 1 - 20 0,004 | 0,558
Low45 1| - - 112] - 1 8 - -1 1 - - - - - - 14 0,008 | 0,681
Caleta Potter | 1 | 1 | - - - - - - -l -] - 2 1 1 2 - - 8 0,011 | 0,929
Total 53 0,009 | 0,763
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Tabla 2.6. Sitios de muestreo, morfotipos, y haplotipos eneaits en
cada colonia analizada

POBLACION | MORFOTIPO | COLONIA | HAPLOTIPO
Caleta Potter NA 1 XV
Caleta Potter NA 2 XV
Caleta Potter NA 3 Il
Caleta Potter NA 4 I
Caleta Potter NA 5 Xl
Caleta Potter NA 7 Xl
Caleta Potter NA 8 X1l
Caleta Potter NA 11 XV

Low45 VA 140 VI
Low45 VA 141 VI
Low45 VA 142 VIl
Low45 VA 143 Xl
Low45 VA 144 VI
Low45 VA 145 VI
Low45 VA 146 VI
Low45 VA 147 VI
Low45 VA 148 VI
Low45 VA 149 VI
Low45 NA 150 V
Low45 NA 151 I

Low45 NA 154 V
Low45 NA 156 \Y
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POBLACION | MORFOTIPO | COLONIA | HAPLOTIPO
Low46 VA 90 VI
Low46 VA 91 Vi
Low46 VA 92 VI
Low46 VA 93 VI
Low46 VA 94 VI
Low46 VA 95 VI
Low46 VA 96 VI
Low46 VA 97 X
Low46 VA 98 VI
Low46 VA 99 VI
Low46 NA 110 VI
Low46 NA 111 XVI
Low46 NA 112 VIl
Low46 NA 113 VI
Low46 NA 114 VIl
Low46 NA 115 VI
Low46 NA 116 Il
Low46 NA 117 VI
Low46 NA 118 VI
Low46 NA 119 VI

Decepcion NA 40 VIl
Decepcion NA 41 VI
Decepcion NA 42 VIl
Decepcion NA 43 VI
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POBLACION | MORFOTIPO | COLONIA | HAPLOTIPO
Decepcion NA 44 VI
Decepcion NA 45 VII
Decepcion NA 46 Il
Decepcion NA 47 VI
Decepcion NA 48 XVII
Decepcion NA 49 IX
Decepcion NA 50 VII

Tabla 2.6, continuacion

Los resultados del AMOVA mostraron que una paigeificativa de la variabilidad
total puede ser asignada al componente "entos sié muestreo”, sin importar la estructura
evaluada (Tabla 2.7). Sin embargo, cuando losssit@omuestreo se agruparon conforme al
morfotipo presente, las diferencias entre los gsupm fueron estadisticamente
significativas (Tabla 2.7). Los valoraBst de a pares se presentan en la Tabla 2.8; se
encontrd una correlacion significativa entre laedihciacion genética y la distancia
geografica entre sitios de muestreo cuando no sgideraron a los morfotipos (r= 0,813;
p= 0,041; Figura 2.8-a). Caleta Potter fue la nraestas diferenciada. Decepcién mostro
una diferenciacion genética significativa con Lowgéro no con Low46, mientras que no
hubo diferenciacion entre los sitios de muestredadsla Low (Tabla 2.8-a). Cuando los
morfotipos fueron tenidos en cuenta, se observoélgsianuestras de VA no mostraron
diferenciacion genética y el morfotipo NA de Lowdé diferenci6 menos de las muestras
VA de Low46, que de las muestras NA de la estatim45 (Tabla 2.8-b). De hecho, la
separacion de las estaciones de muestreo por iporfairroj6 una correlacion no
significativa entredsty la distancia geografica (r= 0,193; p= 0,245; Figl.8-b), que se
torno significativa cuando se eliminaron las mwestMA de Low45 del analisis (r= 0,906;
p= 0,041; Figura 2.8-c). Esto se debio a que lpsokipos VIl y VIl fueron encontrados en

individuos NA y VA de Low46, mientras que en Low4&)lo se encontraron en los

43



individuos VA, probablemente debido al bajo numéeoindividuos NA que pudieron ser

secuenciados satisfactoriamente en esa estacibuelreo (solo cuatro).

Tabla 2.7. Sitios de muestreo, fuente de variacion, porcerdaj@ariacion, estadistico F y probabilidad
estimados a partir del gen mitocondiral COISgimoicum adareanum

ESTRUCTURA | FUENTE DE | PORCENTAJE | ESTADISTICO | PROBABILIDAD
EVALUADA VARIACION DE F
VARIACION
Entretsmos de 28,87
Sitios de muestre| MUestreo
(sin c9n5|derar elio e e Fst=0,289 <0,01
morfotipo) sitios de 71,13
muestreo
EglglrIZciones 43,18
Sitios dg muestre Fo=0,432 <0,01
y morfotipo Dentro de las
. 56,82
poblaciones
Entre grupos 16,52 Fc1=0,165 0,133
Entre sitios de
Dos grupos: muestreo _ -
dentro de 30,68 Fs=0,367 0,01
Sitios NA vs sitios grupos
VA
Dentro de los
sitios de 52,80 Fs=0,472 <0,01
muestreo

Los haplotipos VII y VIII, se encontraron en indluos de ambos morfotipos en
Low46, y soOlo en individuos VA en Low45. En los dgisos de muestreo las distancias
genéticas de Tamura-Nei entre los haplotipos NAsyHaplotipos VII y VIII fueron las
mayores (entre 3,076 y 6,161 en Low45 y entre 3)0839135 en Low46; Tabla 2.9). Las
distancias genéticas entre pares de haplotipoasxok NA, y aquellas entre los haplotipos

NA y los haplotipos exclusivos VA (Hap X y Hap Xpresentaron valores intermedios
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(entre 2,031 y 4,127; Tabla 2.9). Las distanciasores se encontraron entre los haplotipos
VIl'y VIII, y entre éstos y los haplotipos VA (1,86- 2,016; Tabla 2.9).

Tabla 2.8.Valores®gr (a) entre sitios de muestreo Sgnoicum adareanuny (b) entre sitios de muestreo
considerando los morfotipos. NA: morfotipo naraajaarillento; VA: morfotipo verde-amarillento

a) Caleta Potter | Decepcion| Low45 | Low46

Caleta Potter -

Decepcion 0,358** -
Low45 0,659*** 0,119* -
Low46 0,409*** -0,042 0,046 -

* P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001

b) Caleta Potter | Decepcion Low45 Low46 Low45 | Low46
(NA) (NA) (NA) (NA) (VA) (VA)
Caleta Potter -
(NA)
Decepcion
(NA) 0,334*** -
Low45 (NA) 0,226 0,281* -
Low46 (NA) 0,513*** 0,023 0,550** -
Low45 (VA) 0,673*** 0,146 0,779** 0,008 -
Low46 (VA) 0,673*** 0,146 0,779*** 0,008 -0,111 -

* P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
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Tabla 2.9.Distancias genéticas Tamura-Nei entre haplotipapjHle Low46 y Low45. Los haplotipos

en negrita indican los haplotipos encontrados exdunente en los individuos NA, y los haplotipos en
cursiva indican aquellos encontrados en el mordoti. Los haplotipos subrayados fueron compartidos
entre ambas poblaciones, y encontrados en indigidigoambos morfotipos en Low46, y so6lo en los

individuos VA en Low45

Low46 Hap VI Hap VI Hap X Hap XVI Hap Il
Hap VI -
Hap VI 1,008
Hap X 1,008 2,016 -
Hap XVI 3,039 4,079 2,031 -
Hap Il 5,135 4,079 4,127 2,031 -
Lowd5 | Hapl | Hap IV | HapV | Hap VIl | Hap VIII | Hap XI
Hap | =
Hap IV | 4,079 -
HapV | 3,039| 3,041 -
Hap VIl | 3,076 | 5,105 | 4,065 -
Hap VIII | 4,084| 6,161 | 5,105 | 1,008 -
Hap XI | 2,034| 4,079 | 3,039 | 1,008 2,016 -

Los andlisis filogenéticos (Fig. 2.9) ubicaron aplotipo VII en la posicion basal
(Bootstrap= 100 % en MP y NJ, y PP= 1 en el asdBayesiano). Este haplotipo se
distribuyé ampliamente en la mayoria de las estesiale muestreo (Low45, Low46 y
Decepcion), y en ambos morfotipos. La mayoria deHodos restantes mostraron un
soporte bajo en los tres analisis. La red de higplet(Fig. 2.10) mostré que los haplotipos
VIl y VIII estuvieron estrechamente relacionadoseparados el uno del otro por una sola
sustitucion sindnima. Los otros dos haplotipos camigos entre sitios de muestreo
estuvieron presentes en dos muestras NA (Hap loemh y Caleta Potter, y Hap Il en
Decepcion y Caleta Potter) y estuvieron muy alejaglutre si y con los haplotipos VIl y
VIII. Las relaciones entre los haplotipos exclusivde Low45, Low46 y Decepcién no
presentaron una relacion con la ubicacién geografroientras que los haplotipos

exclusivos de Caleta Potter se agruparon junt@supearon en el borde de la red.
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Figura 2.8. Correlacion entre la divergencia genétig) y la distancia
geogréafica entre las poblaciones 8e adareanumestimada mediante la
prueba de Mantel: a) sin considerar el morfotipd, considerando el
morfotipo, c) considerando el morfotipo, excluyerid@oblacion de Low45

NA
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a) Hap | L45/PC-NA
Hap Il DIPC-NA
Hap Ill L46-NA
Hap IV L45-NA
Hap V L45-NA
Hap XII PC-NA
Hap XIIl PC-NA
Hap XIV PC-NA
Hap XV PC-NA
Hap XVI L46-NA
Hap VI D-NA
Hap XVII D-NA
58/
100/100 Hap XI L45-VA
99/100 Hap VIII L45/L46/D-NANA
Hap VII L45/L46/D-NA/VA
S. adareanum (Tierra Adelia)
-Herdmania momus
Clavelina lepadimorfis
Ciona Iintestinalis
70.0
b)
Herdmania momus
Ciona intestinalis
O@L—Hap | L45/PC-NA
Hap IX D-NA
05 Hap || D/IPC-NA
Hap V L45-NA
7
Hap IIl L46-NA
1 Hap IV L45-NA
Hap XIl PC-NA
Hap Xl PC-NA
Hap XIV PC-NA
0.9 45 Hap XV PC-NA
LHap XVI L46-NA
5Hap VI D-NA
‘Hap XVII D-NA
1] FHap X L46-VA
L-Hap X1 L45-VA
1 —Hap VIl L45/L46/D-NANVA
1 LHap VII L45/L46/D-NA/VA
S. adareanum (Tierra Adelia
Clavelina lepadimorfis
0,05

Figura 2.9. Relaciones filogenéticas entre haplotipos de COB eadareanuma) Arbol de “Neighbor-
joining” resultante de las distancias genéticas UraANei. La topologia del arbol de Méaxima
Parsimonia fue idéntica. Los valores de bootstlagrodos mediante 1000 repeticiones para ambos
métodos se muestran por encima de las ramas: @atlesbarra se encuentran los valores de bootstrap
para NJ, y después de la barra para MP; b) Arbgk&ano, los nimeros por encima de las ramas
indican las probabilidades posteriores de las nasihas haplotipos estan representados con nimeros
romanos. NA: morfotipo naranja-amarillento, VA: rfudipo verde-amarillento, D: Decepcién, PC:
Caleta Potter, L45: Low45, L46: Low46. Las espedidavelina lepadimorfis Herdmania momus y
Ciona intestinalifueron utilizadas como extragrupos

48



l Decepcion (NA)
B Lowd6 (NA)
Hap| L W Lowd6 (VA)
Lowd45 (NA)
Lowd5 (VA)
B Caleta Potter (NA)

254

® il @ Hap 1x

Hap Vill

301
Hap X1 - =
P P Hap X.

Hap VI HapV
. 8 10 38 254 ? a0

286 | 286

| 2 Hap X1V

305 41

Hap IV

Hap XVIl Hap Xili

Figura 2.10.Red de haplotipos del gen COI obtenida medianfagrama Network. Los circulos
representan a los haplotipos y la superficie dedutd es proporcional a su frecuencia. Cada
haplotipo esta representado por la abreviatura ¥lajm ndmero romano. Los circulos negros
representan a los haplotipos intermedios inferfmsel programa. Los nimeros por encima de las
ramas indican las posiciones de los sitios varg&able

2.3.4. Gen COIl: Analisis demoagrafico

Segun Fu (1997%s debe considerarse como significativo si P < Ofa#ta todo el
conjunto de datog-&= -6,029, p= 0,012) y para los haplotipos NA&< -5,587, p= 0,004),
las estimaciones des fueron significativas y negativas, mientras ¢isearrojé valores que
no fueron significativos cuando se calculdé paraHaplotipos del morfotipo NA mas los
haplotipos compartidos entre morféss€ -4,423, p= 0,035), o para los haplotipos VA mas
los haplotipos compartidos entre morfotipés< -1,450, p= 0,050). Un valor negativo y

significativo de Fs puede resultar de diferentes procesos: un locus bajeccion
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direccional, un “autostop” (“hitchhiking”) genétiam de un exceso de haplotipos de baja
frecuencia, como seria de esperar de una expapsldacional reciente. El analisis de la
distribucion de las diferencias de a pares obtemastro valores no significativos del
indice de irregularidad y de SSD (Fig. 2.11), apolga la hipotesis de expansion
demografica. Sin embargo, vale la pena sefalar lguaistribucion observada de las
diferencias de a pares para todos los haplotipogjuee no significativamente diferente de
la que se esperaria bajo una expansion poblacimeslré una forma bimodal, indicando la
presencia de dos (0 mas) grupos de linajes divegell parametra mostrd valores
diferentes, siendo 5,824 para todos los haplotipd€)3 para los haplotipos NA mas los
haplotipos compartidos entre ambos morfotipos, ¥ Z8a los haplotipos NA, y 0,492 para
los haplotipos VA mas los haplotipos compartidageemorfos. Estos resultados indicarian
que el tiempo desde el Ultimo evento de expansémografica fue mayor para los
haplotipos NA que para los haplotipos VA, y quesigpansion poblacional del morfotipo
NA podria ser méas antigua. Esto ultimo, tambiéovassoportado ya que el valor de t fue
de t= (5,103 / [[2 x (4,95 x 1Y) x 304] x 2])= 847787,081 afios en los andlisislate
distribuciones de las diferencias de a pares entleiduos, donde se incluyeron a los
haplotipos propios del morfo NA, y a los comparsicamtre el morfo NA y el morfo VA,
(para nuestra secuencia de 304 pb), mientras qaeepanalisis donde se tuvo en cuenta
anicamente a los haplotipos exclusivos del morfq BlAvalor de t fue de t= (4,281 / [[2 X
(4,95 x 10°) x 304] x 2])= 711224,083 afios. Finalmente, eangllisis donde se tuvieron en
cuenta a los haplotipos propios del morfo VA y st dompartidos entre ambos morfos, el
valor de t fue de t= (0,492 / [[2 x (4,95 X ) 304] x 2])= 81738,437 afios.
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Figura 2.11.Patrones predichos y observados de la distribudgolas diferencias de a pares para: a)
todos los haplotipos, b) haplotipos NA y haplotippsmpartidos entre los dos morfotipos, c)
haplotipos NA, d) haplotipos VA y haplotipos comdws entre ambos morfotipos. escala de
tiempo mutacional, SSD: suma de las diferenciasiadirado, r: indice de irregularidad. El valor P de
SSD y de r, se indican entre parént

2.3.5. Gen Cith: Andlisis genéticos poblacionales

Empleando el programa DNAsp se identificaron 3 ¢tgpbs diferentes con 103
sitios polimoérficos, de los cuales 3 sitios cormeggieron a un gap en los haplotipos Il y 1,
con respecto al haplotipo I. La frecuencia de dajaotipoencontrado en cada estacion de
muestregjunto con los valores de diversidad nucleotidiga diversidad haplotipicaid),
y numero de sitios polimorficofS) en cada poblacion se presentan en la Tabla 2110. E
valor promedio de la diversidad nucleotidica tatal las 6 poblacionetie de 0,1.La
diversidad haplotipica promedio encontrada dengdad 6 poblaciones fue de 0,6¥%1
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0,013(media = DE), y el nUumero medio de diferencias eotiticas fue 49,917. Low45 y
Low46 fueron las poblaciones que presentaron ldsresm mas altos de diversidad
nucleotidica, como asi también de diversidad ddolipps. El elevado numero de sitios
polimorficos encontrados en 4 de las poblacionagdeslas (Decepcion S= 83, Low46 S=
83, Low45 S= 83, y Caleta Potter S= 62), junto tms valores relativamente bajos de
diversidad haplotipica hallados en cada poblagéndeben a que los Unicos 3 haplotipos

divergen entre si por muchas mutaciones.

De los 3 haplotipos encontrados, 2 (Hap Il y Hapfuleron exclusivos del morfo
NA, y el restante fue compartido entre los 2 mapfd. Se encontraron 62 sitios
polimorficos en los haplotipos exclusivos de NA. IBs localidades de Low45, Low46 y
Decepcion, se encontraron el Hap | (compartidoeemiorfos) y el Hap 1l (exclusivo del
morfo NA), los cuales presentaron 83 sitios poliicds. En la localidad de Caleta Potter

se encontraron los haplotipos Il y Ill, con 62astpolimorficos.

Tabla 2.10. Sitios de muestreo, nimero de haplotipos, divedsiuacleotidica
(m), diversidad haplotipicaHd) y nimero de sitios polimérfico$) estimados a
partir del gen mitocondiral Citb erBynoicum adareamm. El haplotipo
compartido entre los morfotipos NA y VA se encuarsnbrayado

HAPLOTIPOS

SITIOS DE MUESTREO | | | Il | I | Total T Hd | S
Decepcion 7101 3 10 | 0,077 0,467 83
Low46 10, 0 | 10| 20 |0,087|0,526| 83
Low45 10, 0 | 10| 20 |0,087|0,526| 83
Caleta Potter 0 12| 1 13 | 0,019| 0,154] 62
Palmer 0|40 4 0 0 0
Melchior 0|4]0 4 0 0 0

Total 71 0,1 | 0,671
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Los andlisis filogenéticos (Fig. 2.12) ubicaronhaplotipo | en la posicion basal
(Bootstrap= 99% y 98% en MP y NJ respectivamen®Py 1 en el analisis Bayesiano).
Este haplotipo se distribuydé ampliamente en la miayde las estaciones de muestreo
(Low45, Low46 y Decepcion), y en ambos morfotipelsnodo que separo a los haplotipos
II'y 1ll, también presentd niveles de soporte alfBsotstrap= 99% y 98% en MP y NJ
respectivamente y PP= 1 en el andlisis Bayesidmaoed de haplotipos (Fig. 2.13) mostré
que los 3 haplotipos encontrados estuvieron mugdds entre si, yueron compartidos
entre los sitios de muestreo (Hap | entre Low45y4®y Decepcion, Hap Il entre Caleta
Potter, Melchior y Palmer, Hap Ill entre Low45, L4y Caleta Potter y Decepai). Solo
el Hap | fue compartido entre los dos morfotiposentras que el Hap Il y el Hap Il
fueron exclusivos del morfotipo NA. El haplotipoelsulto ser el mas frecuente (observado
en el 38,03% de los individuos) y compartido eefrenorfo VA de Low46, Low45, vy el
morfo NA de Decepcion. El segundo haplotipo masueate fue el haplotipo I,
exclusivo del morfo NA, y el mas ampliamente distido ya que estuvo presente en la
mayoria de los sitios de muestreo estudiados (susenMelchior y Palmer). El haplotipo
Il presentd una distribucion menor (Caleta PotRajmer y Melchior) y una menor

frecuencia que los otros dos haplotipos.

2.3.6. Gen Citb: Analisis demoqgrafico

Los analisisFs de Fu, los analisis de distribucion de diferenalasa pares entre
individuos, y la estimacion del tiempo desde emidtevento de expansion demografica no

se llevaron a cabo para el gen Citb debido al bajoero de haplotipos encontrados.
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Ciona savignyi

98/98/1

Herdmania momus|

75/63/0,52

Clavelina lepadiformis

Hap | L45/L46/D-NA/NVA

99/98/1

Hap Il CP/P/IM-NA

98/98/1

Hap Il L46/L45/D/CP/-NA

0,05

Figura 2.12. Relaciones filogenéticas entre los haplotipos @l mitocondrial Citb d&. adareanum

La topologia de los arboles de Inferencia Bayesiité&ima Parsimonia y de “Neighbor-joining”fueron
idénticas, aqui representamos el arbol obtenidcarsir pde Inferencia Bayesiana. Los valores de
bootstrap después de 1000 repeticiones para losdogide MP, NJ y las probabilidades posteriores
resultantes del arbol Bayesiano, se muestran mdmarde las ramas en ese orden. Los haplotipos esta
representados con numeros romanos. NA: morfotip@njgamarillento, VA: morfotipo verde-
amarillento, D: Decepcién, PC: Caleta Potter, LU&n45, L46: Low46, P: Palmer, M: Melchior. Las
especiesClavelina lepadimorfis Herdmania momusy Ciona intestinalisfueron utilizadas como
extragrupos
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Hap I

38p

Decepcién (NA)

33.; Es I Low46 (NA)
31h I Low46 (VA)
306 I Lowd5 (NA)
288 B Low4s (VA)
286 B Caleta Potter (NA
258 B Meichior (NA)
25p B Paimer (NA)
244
22
215
186
186
174

135
17

Figura 2.13. Red de haplotipos del gen Citb obtenida mediantprejrama Network. Los circulos
representan a los haplotipos y la superficie delu@ es proporcional a su frecuencia. Cada hagoti
esta representado por la abreviatura Hap y un rmim@mnano. Los circulos rojos representan a los
haplotipos intermedios inferidos por el programas Inimeros de color rojo por encima de las ramas

indican las posiciones de los sitios variables

2.3.7. Estimacion de tiempos de divergencia
A partir de la combinacién de los genes mitoconesiaCOl y Citb, se identificaron 24

haplotipos diferentes. El detalle de los haplotipnsontrados en cada colonia individual

se presenta en la Tabla 2.11.

Tabla 2.11. Descripcion de los sitios de muestreo, morfotipgs,
haplotipos encontrados en cada colonia analizada

POBLACION | MORFOTIPO | COLONIA | HAPLOTIPO
Caleta Potter NA 1 XII
Caleta Potter NA 2 XII
Caleta Potter NA 3 XVI
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POBLACION | MORFOTIPO | COLONIA | HAPLOTIPO
Caleta Potter NA 4 Xl
Caleta Potter NA 5 X
Caleta Potter NA 6 VI
Caleta Potter NA 7 X
Caleta Potter NA 8 IX
Caleta Potter NA 9 VI
Caleta Potter NA 10 VI
Caleta Potter NA 11 Xl
Caleta Potter NA 12 VI
Caleta Potter NA 13 VI

Low45 VA 140 I
Low45 VA 141 I
Low45 VA 142 Il
Low45 VA 143 \%
Low45 VA 144 I
Low45 VA 145 I
Low45 VA 146 I
Low45 VA 147 I
Low45 VA 148 I
Low45 VA 149 I
Low45 NA 150 XVII
Low45 NA 151 XXII
Low45 NA 152 XV
Low45 NA 153 XV
Low45 NA 154 XVII
Low45 NA 155 XV
Low45 NA 156 XIX
Low45 NA 157 XV
Low45 NA 158 XV
Low45 NA 159 XV
Low46 VA 90 |
Low46 VA 91 I
Low46 VA 92 |
Low46 VA 93 I
Low46 VA 94 I
Low46 VA 95 Il
Low46 VA 96 Il
Low46 VA 97 v
Low46 VA 98 |
Low46 VA 99 I
Low46 NA 110 XXIV
Low46 NA 111 XX
Low46 NA 112 XXIII
Low46 NA 113 XXIV
Low46 NA 114 XXIII
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POBLACION | MORFOTIPO | COLONIA | HAPLOTIPO
Low46 NA 115 XXIV
Low46 NA 116 XVIII
Low46 NA 117 XXIV
Low46 NA 118 XXIV
Low46 NA 119 XXIV

Decepcion NA 41 XV
Decepcion NA 42 I
Decepcion NA 43 VI
Decepcion NA 44 I
Decepcion NA 45 XXIII
Decepcion NA 46 Wil
Decepcion NA 47 I
Decepcion NA 48 XXI
Decepcion NA 49 I
Decepcion NA 50 Il
Melchior NA A VIl
Melchior NA B VIII
Melchior NA C VIl
Melchior NA D VIII
Palmer NA 1 VI
Palmer NA 2 VI
Palmer NA 3 VIl
Palmer NA 4 VIl

Tabla 2.11, continuacién

2.3.7.1. Analisis Interespecifico

Las estimaciones de divergencia obtenidas conogirama BEAST a partir de los
haplotipos combinados de los genes COI y Citb (&Eit¢) indican que la divergencia entre
el orden Aplousobranchia y el géndataona (Phlebobranchia “sensuvan Name 1945,
Millar 1966, Monniot y Monniot 1972; Aplousobranehisensu” Kott 1969, 1990) habria
ocurrido hace aproximadamente unos 470 MA. Denteb a@tden Aplousobranchia
encontramos que la familia Clavelinidae (represntpor C. lepadimorfi3 se habria
separado de la familia Polyclinidae hace aproximaatde unos 355 MA. A su vez, dentro
de los policlinidos, la separacion entre el gérfgstidium (representado pa@k. conicum y
el géneraSynoicumhabria tenido lugar hace aproximadamente unos 24 8Hihalmente
dentro del génerdSynoicum la divergencia entre las especiSs castellatumy S.

adareanumhabria ocurrido hace aproximadamente unos 204 Méntse dos haplotipos
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de la especies. adareanum(de individuos obtenidos en extremos muy alejadek
Continente Antértico), hace unos 126 MA.

Aplidium conicum

218 Synoicum adareanum (Deception/NA

126

Synoicum adareanum (Terre Adélie)

204
355

Synoicum castellatum

470 Clavelina lepadiformis

Ciona savigni

184

Ciona intestinalis

Stichopus horrens

Rhabdopleura compacta

90.0

Figura 2.14. Arbol filogenético Bayesiano obtenido a partir de haplotipos combinados de los
genes mitocondriales COIl y Cith. Los nimeros querssuentran en los nodos representan el
tiempo de divergencia entre los organismos (enonels de afios), estimados utilizando el
programa BEAST (Drummond y col. 2005). NA: morfati;maranja-amarillentoStichopus
horrensy Rhabdopleura compacfaeron utilizados como extragrupos

2.3.7.2. Analisis Intraespecifico

El arbol resultante del analisis con los dos geoesbinados (Fig. 2.15) mostré que
el clado monofilético que contiene a los haplotiprslusivos del morfo VA, a los
haplotipos compartidos entre ambos morfos y ahagdotipos exclusivos del morfo NA
(clado A), se separd hace aproximadamente 22 MAlddb B (constituido por haplotipos
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exclusivos del morfo NA). A su vez, los clados BB divergieron entre si hace unos 18
MA aproximadamente. Dentro del clado A, los haplagi compartidos entre ambos
morfos, un haplotipo exclusivo del morfo NA y lassdexclusivos del morfo VA,
divergieron del grupo constituido por dos hapldaipaclusivos del morfo NA, hace unos
13 MA.

S.castellatum
S.adareanum (Terre Adélie
Hap XI PC-NA

Hap VIl PC/M/P-NA
irHap IX PC-NA

s\ tHap X PC-NA

Hap XII L45-NA

Hap XIIl D/L46-NA

127 Hap XV D-NA

Hap XXI D-NA

Hap XIV L45-NA

Hap XVIII L46-NA

Hap XIX L45-NA

Hap XVI PC-NA

Hap XVII L45-NA

Hap XX L46-NA

Hap XXII L45-NA

ap XXIV L46-NA

Hap XXIIl D/L46-NA
Hap VII D-NA

Hap VI D-NA

@ 1 Hap V L45-VA

Hap Il L46/L45/D-NA/VA
Hap IV L46-VA

Hap Ill D-NA

Hap | L46/L45/D-NAVA
Aplidium conicum

204

@1

[t

@ @
\—_“k;’ 1

22

5]

e

30,0

Figura 2.15. Arbol filogenético Bayesiano obtenido a partir de haplotipos combinados de los genes
mitocondriales COI y Citb. Los niumeros que se engae en los nodos representan el tiempo de
divergencia entre los organismos (millones de aficsy letras dentro de los circulos representaa cad
clado. Los haplotipos estan representados con msmmmanos. D: Decepcion, L45: Low45, L46:
Low46, PC: Caleta Potter, M: Melchior, P: PalmeA:Nnorfotipo naranja-amarillento, VA: morfotipo
verde-amarillentoSynoicum adareanumepresenta al haplotipo de Tierra Adelglidium conicumy
Synoicum castellatufueron utilizados como extragrupos
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2.4. Discusion

2.4.1. Observaciones morfoldgicas

El analisis morfolégico mostr6 que cada morfotipadfa corresponder a una
especie diferente de acuerdo con Monniot y Monn(b®83). Las caracteristicas
taxonOmicas que caracterizan a los zooides NA fuemnsistentes con aquellas que
definen aSynoicum adarenaunmientras que aquellas que caracterizan a loslesdrA
fueron consistentes con las que definelsyamoicum ostentorSin embargo, no hubo
diferencias significativas en los analisis real@adon los genes mitocondriales, entre las
dos formas que viven en simpatria (Tabla 2.8) yipdanto, en los parrafos siguientes las

colonias continuaran siendo nombradas como modetyA y VA.

2.4.2. Analisis genéticos poblacionales

Este estudio presenta el primer analisis de lai@siia genética poblacional que
utiliza marcadores de ADN mitocondrial en una empate ascidia con distribucion
Antartica y Sub-Antartica. Ademas, se combind estglisis con observaciones
morfoldgicas, para tratar de aclarar si los dosfotipos deS. adareanunencontrados en
las Islas Shetland del Sur corresponderian a pdisnws intra-especificos o si bien, se

tratarian de especies diferentes.

El analisis genético poblacional se realizd con fi@gmentos de dos genes
mitocondriales (COI y el Citb), los cuales lograreer amplificados luego de superar

numerosas dificultades técnicas.

Entre las dificultades que encontramos estuvo ehdede que los primeros
cebadores que se utilizaron para amplificar losegemitocondriales COIl y Citb de
ascidias amplificaron secuencias que presentararaltg homologia con genes COI y Citb
bacterianos, por lo que se tuvieron que disefaadms especificos para amplificar los

genes mitocondriales de las ascidias aqui estugliada
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Por otro lado, en la mayoria de las muestras, gizaeniento de la replicacion
durante la PCR sobre un tramo de 11 poli-T (comahzan la posicion 93 del fragmento
amplificado del gen COI, una vez alineado), causa degradacion en la calidad de la
lectura de la secuencia después de la misma (Fig).2Una situacion similar fue
reportada recientemente por Monniot y col. (20Ii)ue estudio con especimenes de la
clase Ascidiacea que fueron capturados durante EAMARAC. En dicho trabajo
intentaron amplificar un fragmento del gen COI patdéizar como “barcoding”, y al
menos dos productos de PCR por muestra debier@eseenciados en ambas direcciones
antes de obtener secuencias fiables. Monniot (2011) sugirieron que estas dificultades
técnicas podrian generar importantes problemas @soelel gen COIl para el “barcoding”

de la clase Ascidiacea. Los resultados obtenidaaiestro estudio apoyan esta sugerencia.
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Figura 2.16. Imagenes de la secuencia nucleotidica del gen @DImorfotipo naranja-
amarillento deSynoicundonde se indica la secuencia poliA].Ejemplo de una secuencia con
una buena calidad post poli-T, indicada con uréregpilo azulB) Ejemplo de una secuencia
en la cual la presencia de la poli-T (rectangulgppta) generd una degradacién en la calidad
de la lectura de la secuencia
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Otra de las dificultades encontradas en nuestbajwatanto para el gen COIl como
para el gen Citb, radicé en la composicion de basgtemente sesgada hacia las bases T
y A (al igual que en las muestras de la clase Aswéd reportadas por Monniot y col.
2011). El valor promedio de la composicion de basdse todas las secuencias se calculo
con el programa MEGAversion 5 (Tamura y col. 2011y fue para COIl y Citb
respectivamente de T= 43,69%-50,43%, A= 25,83%524,3G= 16,26%-14,89%, C=
14,21%-10,33%. Esto nos explicaria la necesidadenplear una temperatura de
hibridacion tan baja (40°C-COl y 43°C-Citb) pardesier PCR exitosas.

Para el gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | seakton 17 haplotipos de los 53
individuos secuenciados, mientras que para el getomdrial Citocromo b se obtuvieron
3 haplotipos de los 71 individuos secuenciados.riesles de diversidad haplotipica para
el gen COI de las muestras 8eadareanunfHd= 0,558 a 0,929) estuvieron en el rango
encontrado en otras especies de ascidias colaonmlegjemplaBotryllus schlosserfHd=
0,153 a 0,700; Lépez-Legentil y col. 200€)ystodytes dellechiajgHd= 0,600 a 0,933;
Lépez-Legentil y Turon 2006), Pycnoclavella communiéHd= 0,248 a 0,903; Pérez-
Portela y Turon 2008). Estos estudios fueron radbz sobre especies del Mar
Mediterraneo; estudios genéticos poblacionalegideie a los niveles de variabilidad de
poblaciones de especies coloniales de otros Ocgeaondamentablemente escasos. Los
niveles de diversidad haplotipica para el gen @#blas muestras de. adareanunse
presentaron en un rango de 0,000 a 0,526. Estosegaho pudieron ser comparados con
los de otras ascidias, debido a la ausencia dajbslgue utilicen este gen para estudios
genéticos poblacionales. En el gen COlI, la divasiducleotidica de las muestrasSie
adareanunfue generalmente menaotr=< 0,004 a 0,012) en comparacion con otras especies
coloniales B. schlosserin= 0,008 a 0,079, op citC. dellechiajei == 0,006 a 0,081, op.
cit.; P. communisn= 0,0004 a 0,0445, op. cit?seudodistoma crucigastet= 0,000 a
0,011, Tarjuelo y col. 2004). Goodall-Copestakely (2012) identificaron dos fuentes de
sesgo cuando se comparan medidas de variabilideglestudios: el bajo tamafio muestral
utilizado y el empleo de posiciones que no sonatatnente homédlogas para el calculo de
los indices, debido a la utilizacion de fragmerdedsdiferentes longitudes y de diferentes
partes del gen COIl. En cuanto a la primera cuesti@autores demostraron, mediante

andlisis de submuestreos, que muestras con un Nuerén suficientes para discriminar
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extremos de diversidad altos y bajos del gen CQéntras que para lograr una mayor
precision en las estimaciones, se necesita queuestneo sea mayor a 25. Por lo tanto,
dado que los tamafios de muestreo en nuestro caenjpab@djo se encuentran en un rango
de 8 a 20 (Tabla 2.5) deberiamos ser capaces dendigar si las poblaciones d.
adareanunpresentaron niveles de variabilidad mayores o nesnque los de poblaciones
de otras especies ascidias. En cuanto a la segwedion, Goodall-Copestake y col.
(2012) recomiendan volver a reunir los datos deitdeatura, con el fin de comparar los
sitios estrictamente homologos. Debido a las dificies técnicas mencionadas
anteriormente, en nuestro trabajo se calcularoniledes de variabilidad en un fragmento
del gen COI inusualmente corto. Por lo tanto, decs®mnaron aquellos trabajos que
publicaron el conjunto de datos completo, se atoretas secuencias con las nuestras y se
recalcularon los indicddd y n. Se encontraron solo dos de estas publicacionasaildias,

la de Tarjuelo y col. (2004) sobRseudodistoma crucigastgia de Pérez-Portela y Turon
(2008) sobrdP’ycnoclavella communisos resultados del nuevo analisis se muestrda en
Tabla 2.12. LaHd permanecié en el rango de la 8e adareanummientras quer fue
menor enP. crucigaster y similar enP. communis Por lo tanto, podemos suponer
razonablemente que los niveles de variabilidad an doblaciones d&. adareanum
estarian en el rango en el que se encuentran pasies de ascidias coloniales de aguas

templadas.
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Tabla 2.12.Diversidad nucleotidicanj y diversidad haplotipicaHd)
en (a) ocho poblaciones d&cnoclavella communig (b) en siete
poblaciones dePseudodistoma crucigasterLos indices fueron
recalculados a partir de los datos publicados eezFéortela y Turon
(2008) y Tarjuelo y col. (2004) respectivamentssiderando sélo los
sitios homélogos a la secuencia de 304 pb del gainu@lizada en S

adareanum
a)
POBLACION T Hd
Carboneras | 0,00361 (SD= 0,0011 0,366 (SD= 0,112
Aguamarga | 0,0024 (SD= 0,0013) 0,248 (SD= 0,131

Cabo de Palos

0,001 (SD= 0,0006)

0,295 (SD= 0,156

Pta de la Moné

0,0014 (SD=0,0012

0,105 (SD= 0,092

Cerro Gordo

0,0134 (SD=0,0043

0,433 (SD= 0,117

Blanes 0,0022 (SD= 0,0006) 0,592 (SD=0,122)
Tossa 0,0030 (SD= 0,0005) 0,717 (SD= 0,071
Palamos 0,0045 (SD= 0,0006) 0,649 (SD= 0,085
Mean 0,0464 (SD= 0,0022) 0,868 (SD= 0,014

b)

POBLACION Y MORFOTIPO 1 Hd
Tossa Mar-Naranja 0 0

Cala Ratjada-Naranja 0,0031 (SD=0,0011} 0,476 (SD=10,171
Cap Catalunya-Naranja 0 0

Blanes-Amarillo 0,0185 (SD= 0,0028 0,636 (SD= 0,128
Cadaqués-Amarillo 0 0
llla Imperial-Amarillo 0 0

Cap Llebeig-Gris

0,0026 (SD= 0,0016

0,400 (SD= 0,237

Rogers (2007) y Allcock y Strugnell (2012) realmaruna revision de estudios
sobre la estructura genética de organismos delrocAatartico. Ellos identificaron dos
patrones generales: aquellos organismos que podatzer sobrevivido a las glaciaciones
en refugios en la plataforma continental o reticad hacia las islas sub-Antarticas,

presentarian una baja variabilidad genética debhidos cuellos de botella y a efectos
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fundadores, mientras que las especies euribatiease) refugiaron en el talud continental
podrian presentar niveles mayores de variabilidkdio que habrian sido capaces de
mantener mayores tamafos poblacionales. Estoseausoistienen que gran parte de la
fauna del Océano Austral podria haber sobrevivido situ” las glaciaciones del
Cuaternario. Los elevados niveles de variabilidaigmidos de los andlisis con el gen COI,
apuntan a qu8. adareanurpodria haber persistido en el talud continental.

De acuerdo a Goodall-Copestake y col. (2012) oteate de sesgo en el calctld
y Tt es la inclusién de especies cripticas en muedéama sola especie, o que aumentaria
las estimaciones. En nuestro conjunto de datos,pEstria ocurrir en las estimaciones de
las muestras de Low45 y Low46 que incluyeron ados morfotipos. Los dos genes
estudiados presentaron resultados diferentes.dPgem COI, estas localidades presentaron
los valores deS y 1 mas bajos, mientras que para Cith, presentarorvdtimes mas

elevados.

Los altos valores de diversidad genética encondraglo estas muestras podria
deberse al bajo nimero de haplotipos encontradaisnca otra fuente de sesgo. El gen Citb
ha sido muy utilizado en estudios con animales paaduar las relaciones existentes entre
poblaciones, y entre diferentes niveles taxonomibteyer 1993; Farias y col. 2001; Gray
y col. 2006; Tang y col. 2006; Carnaval y Bates 20Betancur-R y Armbruster 2009;
Larmuseau y col. 2009; Lee y Boulding 2009; Truceldbordoni 2009Qi y Qian 201)L
A su vez, el Citb contiene posiciones de codoneseywlucionan rapidamente y otras que
evolucionan lentamente, como asi también region@s wariables y regiones mas
conservadas. Por lo tanto este gen ha sido utiizsda tratar de responder a diversas
preguntas sistematicas, que van desde filogenadartas (Neyer y Wilson 1990; Irwin y
col. 1991; Normark y col. 1991; Cantatore y col949Lydeard y Roe 1997; Kumazawa y
Nishida 2000) a niveles poblacionales y de divecgemecienteqSturmbauer y Meyer
1992; Rocha-Olivares y col. 1999; Kirchman y cd@02; Lovejoy y de Araujo 2000). Sin
embargo, algunos autores en estudios con mamifidm®eycutt y col. 1995) y con peces
(Farias y col. 2001), han citado inconvenientesemplear este gen como marcador
filogenético. Por ejemplo, se han encontrado sesgda composicion de bases, variacion
de la tasa entre linajes, saturacion en la tepesacion del coddn, y una variacion limitada

en la primera y segunda posicién del codon, restddtan informacion filogenética limitada
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para preguntas evolutivas profundas, o pocos sitfosmativos para la tercer posicion del
coddn en estudios a nivel de poblacion (Meyer 19B4y lo que la utilidad de este gen
como marcador filogenético ha sido puesta en dudla gigunos autores (Hillis y
Huelsenbeck 1992; Meyer 1994; Honeycutt y col. 2995

En el andlisis con el gen COI, los valoresSie it de Low45 y Low46 fueron los
mas bajos. En aguas poco profundas de la Antarébdiielo actia como un factor
perturbador regional de alto impacto. A lo largo ldePeninsula Antéartica y las Islas
Shetland del Sur, los “icebergs” pueden impactareerfondo hasta 150-200 m de
profundidad y son un factor importante en la camfacion del sistema bentdnico de la
plataforma Antartica (Gutt 2000; Dowdeswell y Bami2®07). En la ascidia colonial
Antartica Aplidium falklandicum Demarchi y col. (2010) encontraron que las pobias
muestreadas a una profundidad mayor de 200 m mmstraina variabilidad
significativamente mayor que aquellas muestreadamarofundidad menor de 200 m, que
coincidié con el limite de la perturbacién por &ato abrasivo de los témpanos. Los
autores propusieron que el hielo afectaria la digad genética mediante la eliminacion de
una cantidad considerable de biomasa con la caesigupérdida de individuos y de alelos.
Las cuatro muestras geograficassdedareanunanalizadas se obtuvieron a profundidades
de entre 20 m y 215 m, y podrian verse afectadaslgp@ccion del hielo causando
fluctuaciones en el tamafio efectivo de la pobladfero ademas, las estaciones de Low45
y Low46 se encuentran mucho mas expuestas a layCLla corriente discontinua dirigida
por el viento hacia el este, que las otras estasidasto podria tener un efecto doble sobre
las poblaciones bentdnicas: por una parte, lasecdes mencionadas podrian separar a las
larvas de las poblaciones parentales mas eficiamtenen las estaciones de Low, y por otro
lado, podrian conducir los “icebergs” y aumentarfreguencia en comparacion con las
otras estaciones muestreadas que estan mas pastediditonces, estos factores de
perturbacion podrian contribuir a las fluctuacioaesl tamafio efectivo de la poblaciony a
la disminucion de los niveles de variabilidad geraéhallados en las estaciones de Low45 y
Low46. Por otro lado, Caleta Potter se encuentrarenzona mas protegida, donde los
efectos de estas perturbaciones serian probablenmesnores, lo que explicaria en el

analisis con el gen COlI, la mayor variabilidad deaéencontrada en esta estacion.
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En este trabajo, los niveles de diferenciacion tigméntre las muestras geogréficas
y los morfotipos y su correlacién con la distang@ografica (patron de aislamiento por
distancia) indican que la deriva y el flujo génegstan en equilibrio. Para que este tipo de
patron se establezca es necesaria la existendiajalgénico entre poblaciones durante un
namero elevado de generaciones. Los patrones ekgrlactura genética y la extension del
flujo de genes en organismos bentdnicos podriaelsesultado de la interaccién entre el
desarrollo larval, el potencial de dispersion y twcrlutamiento local, junto con
caracteristicas oceanogréficas, tales como lalagiduin de las masas de agua, (Palumbi
1994; Grosberg y Cunningham 2001;. Wares y col.1p0Teniendo en cuenta que el
estadio larval es el responsable de la dispersgborganismo y que las larvas de ascidias
coloniales son de corta duracion (de unos minutiesras; Svane y Young 1989), seria de
esperar una fuerte estructuracion genética en nauespecie (Thatje 2012). Sin embargo,
aqui encontramos haplotipos compartidos y un cigramlo de conectividad entre las
localidades del area de estudio. Es posible qumteincial de dispersiéon de las larvas de
esta especie se vea favorecido por diferenteseobes marinas que ocurren sobre la

Peninsula Antartica Occidental (Fig. 2.17).

El transporte pasivo por las corrientes oceanicassido propuesto como un
mecanismo para explicar el flujo de genes en espekntarticas con bajo potencial de
dispersion.Zane y Patarnello (200@ncontraron que poblaciones Baphausia superba
(krill) distribuidas ampliamente alrededor del Continent¢éaAico presentaronna débil
diferenciacion genética. Ellos consideraron quduastes corrientes circum-Antarticas del
Océano Austral proporcionan una mezcla intensa giesa que podrian impedir una
divergencia poblacionatle E. superba Matschiner y col. (2009) encontraron que en
diferentes localidades alrededor del Mar de EscdaidCCA impediria la diferenciaciéon
genética dehototénido bentonicGobionotothen gibberifronfacilitando el flujo génico de
sus larvas pelagicadJna situacion similar encontraron Strugnell y c@012) en el
octépodo bentonic®areledone turquetijue tiene una distribucién circumpolar y también
esta presente alrededor de las islas de la regi@grofundidades que van desde menos de
100 m hasta 1000 m. Ellos encontraron flujo géreotre poblaciones dE. turqueti
presentes en las Islas Shetland del Sur y en lias Georgias del Sur/Rocas Cormoran.

Consideraron que esto podria deberse a las cdsticis oceanograficas, ya que existen
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evidencias de que la CCA conecta la Peninsula #¢caacon las Islas Georgias del

Sur/Rocas Cormoramatschiner y col. 2009).
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Figura 2.17.Mapa del area de estudio que muestra la ubica@dpndsitios de muestreo
(estrellas). Las flechas indican la direccion dedarrientes principales de agua, dibujadas
de acuerdo con la descripcion de Savidge y Amf0920Linea recta: Corriente jet de las
Islas Shetland del Sur; linea discontinua: CoreieRblar Superficial; linea de puntos:
Circulacion ciclonica del Estrecho de Bransfield

Las redes obtenidas mediante el algoritmo de “nmeptiening” mostraron que los
haplotipos compartidos entre morfotipos (Hap VHagp VIl en el gen COIl, y Hap | en el
gen Citb) fueron los mas frecuentes y estuvieropliamente distribuidos. En el caso del
gen COI, los haplotipos VIl y VIl fueron comparnbisl entre los miembros del morfo VA de
Low45 y Low46 y los integrantes del morfo NA de 48wy Decepcion, mientras que en el
gen Citb, el haplotipo I, fue compartido entre lneembros del morfo VA de Low45 y
Low46 y los integrantes del morfo NA de Decepcién.la red de haplotipos resultante del
gen Citb, los dos haplotipos exclusivos del morfd déstuvieron presentes en mas de dos
sitios de muestreo, a diferencia de la red de tippkdel gen COI, donde la mayoria de los

haplotipos exclusivos de NA y VA estuvieron pressrgn un solo sitio de muestreo.
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El tipo de red encontrada para el gen COI ha datodda por Allcock y Strugnell
(2012) “localista”. Segun estos autores, estasee@ncuentra en organismos Antarticos que
durante las glaciaciones del Pleistoceno pergistien grandes areas de refugios y, por lo
tanto, mantuvieron su diversidad genética ya queufrieron grandes cuellos de botella. Si,
luego de las glaciaciones, se produjo una expansaiilacional a partir de multiples
refugios antes de la adquisicion de aislamientoodkprtivo, podria haber ocurrido contacto
secundario. Hemery y col. (2012) estudiaron variblegrupos del crinoideo
Promachocrinus kerguelensde distribucion Antartica. Estos filogrupos prdseon una
distribucion geografica diversa, y consideraron @sto podria ser el resultado de
poblaciones aisladas en diferentes refugios durevdatos glaciales pasados, seguidas de
dispersién, colonizacion y contacto secundario merdos periodos interglaciales. En
nuestro estudio, el contacto secundario habria tadportunidad para cruzamientos entre
las dos formas incipientes, dando origen a la paaede haplotipos compartidos. Las
pruebas de distribucion de diferencias de a pas gstadisticés revelaron indicios de
una posible expansién poblacional recienteSenadareanumLos valores negativos y
significativos de la prueb#s, junto con los valores no significativos del iredide
irregularidad y de SSD vy la forma de la red de tigpds, apoyan la idea de una expansiéon
demografica. La distribucién observada de las elifeias de a pares mostré un patron
bimodal, que se observa generalmente cuando doggpgrupos de haplotipos divergentes
son incluidos en el analisis, ya sea porque hayestractura genética fuerte, ha ocurrido un
contacto secundario entre formas divergentes, oedpansion espacial seguida de bajos
niveles de flujo génico (Ray y col. 2003; Excoffiercol. 2009). Aunque el niumero de
muestras analizadas en este trabajo no nos pedis@eminar entre estas opciones, cabe
destacar que el patron observado podria resultamdecombinacion de los tres factores.
Por un lado, el analisis de AMOVA presentd valomgnificativos, indicando una
estructuracion genética de las poblaciones. Par lattio, las distancias genéticas de
Tamura-Nei mostraron que la divergencia de secaeacire los haplotipos NA y entre
ellos y los haplotipos compartidos o haplotipos fd& mayor que entre los haplotipos VA,
lo que indicaria que los haplotipos NA serian nrdgyaos que los de VA, ya que requieren
mas tiempo para acumular diferencias. Ademas, dawes de t (tiempo, en afos, desde el
altimo evento de expansion demografica) obtenideslas pruebas de distribucién de
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diferencias de a pares, apoyan la idea de quepknsidn del morfotipo NA podria ser mas
antigua que la del morfotipo VA.

A pesar de que los arboles filogenéticos obten@iosl analisis con el gen COI no
lograron resolver la mayor parte de las relacicer@se los haplotipos, el haplotipo &
adareanumde Tierra Adelia se encontré en una posicion basguido del Hap VIl y del
Hap VIII, todos ellos con un soporte alto. Estosulados sugieren que los haplotipos
compartidos entre morfos (Hap VIl y Hap VIII) sarslmas cercanos al ancestro comun.
Esto ultimo también estaria soportado por los abblogenéticos obtenidos en el analisis
con el gen Citb, donde el haplotipo compartido emtrorfos (Hap 1), se encontré en la

posicién basal.

Los resultados moleculares obtenidos sugieren atactm secundario entre formas
diferenciadas en alopatria durante un corto tiemppm que todavia pertenecen a la misma
especie bioldgica. Ademas, si consideramos quepbtipo de Tierra Adelia es basal, y
que los haplotipos VIl y VIII son los mas cercariibsgenéticamente a €l y son los mas
abundantes y ampliamente distribuidos, no debedadescartar la posibilidad de la
existencia de una retencién de polimorfismos analest (asignacion incompleta de linajes)
entre los haplotipos NA y VA. En diversos estudiesados a cabo tanto en organismos
terrestres como marinos se han reportado retersidaepolimorfismos ancestrarles, al
encontrar polimorfismos compartidos entre espedifesentes (Moran y Kornfield 1993;
Donnelly y col. 2004; Near y col.2006).

2.4.3. Analisis demografico

La sucesion de glaciaciones durante millones de afectd a todo el planeta. El
Océano Austral presentd grandes extensiones de daphielo asentadas en la plataforma
continental Antartica, seguido de retrocesos agmcos (Clarke y Crame 1992; Thatje y

col. 2005). Se piensa que esta sucesion es laggspeiimatica a la variabilidad ciclica de

70



Milankovitch®, produciendo quizés la fuerza evolutiva méas fupee la flora y la fauna
terrestres y marinas de la Antartida, donde loxte$e de los periodos glaciales e
interglaciales no fueron homogéneos, y permitiezbmesarrollo de refugios y de areas

geograficas con diferentes grados de afectaci@rK€ly Crame 1992).

El Pleistoceno corresponde a la época geologica @goenenzé hace
aproximadamente 2,59 millones de afios y finalizximadamente 11,700 afios antes del
presente. Durante esta época hubo grandes canmmb@s&vel del mar y en el volumen del
hielo Antartico (Pollard y DeConto 2009). Los etextde los ciclos glaciales e
interglaciales del Pleistoceno en la fragmentadénpoblaciones de plantas terrestres en
refugios relativamente pequefios y una posterioamsipn poblacional, han tenido una
influencia significativa sobre la estructura gecefpoblacional de invertebrados terrestres y
de agua dulce en zonas templadas, subtropicatepigdles (Hugall y col. 2002; Garrick y
col. 2004; Hewitt 2004; Ribera y Vogler 2004). Regé2007) consideré que la fauna
Antéartica hace aproximadamente 1 MA habria experiatd expansiones poblacionales
dindmicas y contracciones en refugios, por ejemeloforaminiferoNeogloboquadrina
pachydermahabria experimentado una expansion poblacionat laroximadamente 1
millon de afios atras (Darling y col. 2004), como tasbién existe evidencia basada en
datos de secuencia de ADN mitocondrial (COIl) de guneese momento, colémbolos
(Cryptopygus spp. habrian experimentado dispersiones entre las iSlab-Antérticas
(Stevens y col. 2006; Hughes y col. 2006).

Los andlisis de distribucion de diferencias de epafectuados con el gen COI
indicaron la existencia de expansiones demografitaante el Pleistoceno. El primer
analisis de distribucion de diferencias de a pares en cuenta a los haplotipos propios del
morfo NA y a los compartidos entre el morfo NA yrabrfo VA, e indic6 que hace
aproximadamente 848 mil afios habria ocurrido umeargsion demografica, mientras que
para el andlisis con los haplotipos exclusivosmeifo NA la expansion habria ocurrido

hace aproximadamente 711 mil afios. Estas datacamesiden aproximadamente con el

! Los ciclos de Milankovitch se basan en los cambio$a 6rbita de la Tierra, la variacién del ejedstre y
la precesién de los equinoccios. Estos han diriglddima de los Ultimos millones de afios, caraaelo por
épocas de glaciaciones e interglaciaciones
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periodo interglaciar Ginz-Mindel o también llama&omeriense que comenzd hace unos
866,000 afios y termind hace unos 478,000 afioedkisy Raymo 2005). Para el analisis
donde se tuvieron en cuenta a los haplotipos psogé morfo VA, la expansion podria
haber ocurrido hace 82 mil afos, la cual es en doaproximada el comienzo de la
glaciacion de Wisconsin que empezé hace unos 1A@&00s y tuvo un colapso hace unos
10,000 afios (Clayton y col. 2002

Hace unos 866,000 afios habria comenzado el peritatglacial Cromeriensen
el que el hielo retrocedio, y el nivel del mar fods alto, lo que habria facilitado la
disponibilidad de habitats y rutas maritimas pesitente alteradas durante las glaciaciones,
favoreciendo la dispersion, (re-) colonizacion ypamsion de diversos organismos que
estuvieron protegidos en refugios durante los deda@laciales, contribuyendo al contacto

secundario entre poblaciones o entre especies hasmaa la radiacion de clados.

Durante el Pleistoceno tardio (sus limites crondot& se sitian entre 126,000 y
11,700 afos, Walker y col. 2009), la capa de reelda Antartida Occidental fue afectada
por los cambios en el nivel del mar debidos a flaciones glaciales e interglaciales, que
provocaron grandes movimientos de las lineas dexdom a través de la plataforma
continental (Hollin 1962). Ademas, se ha propuesgie en el Ultimo interglacial Riss-
Wirm (ocurrido hace aproximadamente 125,000 afoés)atla capa de hielo en la
Antartida Occidental habria sido afectada de mabeese pero drastica por el cambio
climatico: en este periodo, el calentamiento parinea del nivel critico de 0°C para
mediados de verano habria destruido las platafodeasielo, y por lo tanto, causado la

desaparicion de todo el hielo ubicado por debajmigel del mar.

La extension de las capas de hielo generada pgladeacion de Wisconsin podria
haber limitado la cantidad de habitats bentonigspaibles en la plataforma continental,
incrementando las posibilidades de extincion deerosos taxa y afectado la dispersion de
diversos organismos. Sin embargo, Thatje y col0%2@008) hipotetizaron que numerosas
poblaciones de organismos persistieron dentro diéphe8 refugios marinos o refugios
glaciales sobre la plataforma continental Antarti8a piensa que la fauna benténica
Antartica actual es el resultado de la migraciomicariancia, como consecuencia de la

llamada bomba de biodiversidad Antértica (Clarkergme 1992). Durante los tiempos de
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retrocesos de las plataformas de hielo, las barqesiea el flujo génico fueron removidas
permitiendo el contacto secundario entre variogjds vicariantes (Thatje y col. 2005,
2008; Thornhill y col. 2008; Heimeier y col. 20Havermans y col. 2011).

Los repetidos ciclos glaciales/interglaciales pamechaber impulsado la
diversificacion y especiacion en un gran numerdasta Antarticos (Clarke y Crame 1989;
Clarke y Crame 1992; Strugnell y col. 2012). Ercato deS. adareanumlos periodos
interglaciales habrian contribuido en la dispersiorexpansion poblacional de ambos
morfotipos. Por otro lado, al tratarse de una aspearibatica (Kott 1969; Monniot y
Monniot 1983), tanto las aguas profundas, comoplataformas continentales podrian
haber sido empleadas por estos organismos comgiagsfpara sobrevivir durante las
glaciaciones. Si bien Barnes y Hillenbrand (2018Yomtraron que durante el dltimo
maximo glacial (ocurrido hace aproximadamente 2%all9afios), el Suroreste del Mar de
Ross, la Bahia de Prydz y partes profundas detésirde Bransfield (entre el Noroeste de
la Peninsula Antartica y las Islas Shetland del),Sstuvieron probablemente libres de
hielo, mientras que las capas de hielo se acerarbarde de la plataforma en torno a la
mayor parte de la Antéartida, una situacion simiexdria haber ocurrido durante la
glaciacion de Wisconsin, permitiendo la dispersignexpansion poblacional dé&.
adareanum Varios casos de expansion poblacional se hamtegfmopara taxa Antarticos.
Por ejemplo, Pastene y col. (2007) a partir deeswias nucleotidicas de la regién control
del ADN mitocondrial, encontraron que poblaciones th ballena Balaenoptera
acutorostrata experimentaron expansiones demogréficas signiaatihace unos 1,5
millones de afos, coincidiendo con un periodo dentamiento global. Matschiner y col.
(2009) empleando secuencias de la region conttoAD& mitocondrial, hallaron en seis
poblaciones del pez nototénido bentdniGobionotothen gibberifrons expansiones
poblacionales que habrian ocurrido cerca de laraaltle la ultima edad de hielo, y
consideraron que probablemente la capa de hiela datartida se extendio hasta llegar a
la plataforma en los ciclos glacial¢Ehatje y col. 2008), y habria arrasado la fauna,
empujando a los sobrevivientes hacia el talud nental (Barnes y Conlan 2007). Wilson y
col. (2009) utilizando fragmentos del gen mitocasdCOl, examinaron poblaciones de la
babosa de mabDoris kerguelenensia lo largo del Pasaje de Drake, y encontraron que

habrian experimentado una expansion poblaciona baos 1,8 a 2,4 millones de afios
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atrds, durante los eventos de glaciacion ocurridosel Plioceno-Pleistoceno. Ellos
consideraron gue los eventos de glaciacién podrédoer contribuido a que la plataforma
continental Antartica permanezca inhabitable derawarias ocasiones, desplazando
aquellos organismos bentonicos que usualmente \@wela plataforma hacia el Norte, a
una serie de refugios de mar abierto (Thatje y2@08), incrementando probablemente la
dispersién a través del Pasaje de Drake. Raupaoh y2010), empleando fragmentos del
gen mitocondrial COl, encontraron sefales de expardemografica en poblaciones del
camaron de aguas poco profundalBorismus antarcticuskl tiempo de la expansion
demografica fue de aproximadamente 85,000 afioscid@ndo con un periodo post-
glacial del Pleistoceno Tardio, que habria permital dispersion, la (re-) colonizacién y
expansion demografica de esta especie en respuesiascilacion climatica. Esta datacion
es muy similar a la obtenida en este trabajo pasahbplotipos VA deS. adareanum
Strugnell y col. (2012) utilizando secuencias Edes del gen COIl y estudiando
poblaciones del octopod@areledone turquetencontraron que en varias de ellas, habian
sefales de expansion demografica. Las poblacionestreadas en las Rocas Cormoran
presentaron una expansion demografica de hace 18®€00 afios y las poblaciones
muestreadas en las Georgias del Sur una expanselilacpnal de hace 110,000 afios.
Sugirieron que estas expansiones demograficasamagido seguidas por cuellos de botella

causados por las condiciones extremas y los habdatidos durante el maximo glacial.

A pesar de que el area geografica examinada ertrabio es pequefia, coincide
con una de las zonas de refugio glacial propuest&kpgers (2007), donde indica que las
Islas Shetland del Sur podrian haber sido utiligadamo refugios durante el ultimo
maximo glacial. Nuestros andlisis sefialan la exidééede una expansion demogréfica de

ambos morfotipos en una gran porcién que abarda garas Islas Shetland de Sur.

2.4.4. Estimacion de tiempos de divergencia

2.4.4.1. Analisis Interespecifico

Debido a la escasa informacion (datos moleculaie$ogiles) en lo que respecta a

estimaciones de tiempo de divergencia entre espeatgeascidias, en nuestro trabajo
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tuvimos en cuenta el Unico tiempo de divergenciatente entre dos especies de ascidias
del génercCiona Este tiempo de divergencia fue estimado en uB6sMA (millones de

afos) por Berna y col. (2009) a partir de datosemwdares y registros fosiles.

Evidencias fosiles indican que los tunicados ea%asti ya desde el periodo
Ordovicico. Palmer y Wilson (1988) encontraron énoQEE.UU un encostramiento de un
tunicado Catellocaula vallatha en el esqueleto de un briozdan{plexopora persimil)sdel
Ordovicico Superior. Nuestros resultados (Fig. Rriidestran que la divergencia entre los
aplousobranquios y los organismos del gér@oma (Phlebobranchia “sen$wWan Name
1945, Millar 1966, Monniot y Monniot 1972; Aplousalnchia “sensu Kott 1969, 1990)
habria ocurrido durante el Ordovicico medio (EdapiBgiense), que se caracterizé por
una gran diversificacion de invertebrados en nudeasmas. La fauna marina estuvo
dominada por comunidades de suspensivoros, heaansente importante, que junto con
el encostramiento encontrado de un tunicado eageleteto de un briozoo del Ordovicico
superior, nos estarian indicando que las ascid@splemente ya existian en este periodo.
A su vez los tunicados podrian haber surgido mucho aatesjue los datos anteriores al
Céambrico inferior son controvertidoShu y col. (2001) encontraron un fosil de un pesibl
tunicado del Cambrico temprano en China al que denomina@reungkongella
ancestralis Este organismo se asemeja a uno de los géneistendgs dentro de las
ascidias actualesStyelg, cuya morfologia podria ser util para entendeorajen de los
vertebrados. Sin embargo, Chen y col. (2003) imdicgue la supuesta faringe del f@sil
ancestraliscontiene a todo el intestino, y que este animak@dgntaculos largos, una
caracteristica clara de que no se trataria dernioaio. Dominguez y col. (2002) hicieron
una nueva descripcion déaekelocarpus oklahomensidel Carbonifero Superior de
Oklahoma, EE.UU, que tradicionalmente fue ubicadot del orden de equinodermos
extintos Mitrata (Periodo Ordovicico a Carbonife8®- 280 MA). Mediante el empleo de
microtomografia de rayos X lograron describir enyonadetalle la anatomia dé.
oklahomensisy revelaron evidencia de la existencia de pasesahdiduras branquiales
internas e interpretaron su anatomia funcional. HaBse a sus resultados, sugieren
posicionar filogenéticamete Ja oklahomensislentro de los deuterostomados. A pesar de
estos resultados, Chen y col. (2003) consideranendgntificar como un tunicado al fésil

J. oklahomensiseria improbable dado que su cuerpo esta culpertgrandes placas de
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calcita en lugar de una tdnica, y sus supuestasglidieas branquiales tienen una
orientacion coronal inusual. El fésil tunicado mastiguo sobre el que no hay
controversias hasta la fecha tiene una edad deiagadamente 520 MA, fue descripto por
Chen y col. (2003) y denominadshankouclava shankouens® shankouenses del
Céambrico Inferior y fue encontrado en el Sur den@hEste organismo posee una canasta
branquial grande y perforada, un atrio, un siféal oon aparentes tentaculos orales en el
extremo basal de la camara sifonal, quizas un ptial dorsal y un endostilo alargado
ubicado en la mitad ventral del suelo de la farifigenbién encontraron que el intestino de
este organismo es simple y tiene forma de “U” camolos tunicados actuales, y esta
conectado con el extremo posterior de la faringareextremo, y con el sifén atrial en el
otro, el extremo anal. Al igual que algunos tunesadnodernos comdclaveling S.
shankouenstavo estolones en el extremo proximal, lo que indjoe este organismo fue
sésil y que por medio de estas estructuras dddiijaestuvo enraizado en el fondo del
Océano. A su vez, los zooides 8eshankouensgresentaron una gran similitud con los
zooides individuales de los tunicados aplousobriasqgcoloniales modernos, tales como
Clavelinay Amarocium (Barrington 1965; Burighel y Cloney 1997). Sin ergo, S.
shankouensedifiere de los aplousobranquios en que el poroalatse abre mas
posteriormente en el techo de la faringe. Estogiog] junto con los obtenidos a partir de
estudios filogenéticos empleando secuencias deARE (Stach y Turbeville 2002), nos
estarian indicando por un lado que el orden Aplbismhia se encuentra cerca o en la
base de todos los tunicados y por otro, que en a@eas$00 MA el conjunto de las
caracteristicas morfologicas de las especies ddiascparece haber sido poco afectado
(Berna y col. 2009). Nuestros resultados, por lmtda estarian soportando vy

complementando el hecho de que los tunicados ghaspresentes en el Ordovicico.

Durante el Carbonifero los cambios en la distribaddiogeogréafica de las placas
tectonicas influyeron en la distribucion de losartebrados marinos bentonicos, como asi
también en su respuesta a los cambios paleogemgdfsicos y variaciones climaticas
(Ross y Ross 1985). Justamente, la separaciérsdmlilinidos y los clavelinidos habria
ocurrido durante el Carbonifero inferior (Edad Traisiense), periodo en el que ocurre la
colision entre Laurasia y Gondwana a lo largo dectaal linea este de Norteamérica, para

formar al Supercontinente Pangea. La divergendiee exstos tunicados, su dispersion y

76



sus tendencias de evolucién adaptativa podrianrhside afectadas por la intensa
actividad orogénica, la sedimentacion ciclica, fi@nsgresiones y regresiones, y por

eventos climaticos tales como grandes glaciaciones.

Por otro lado, durante el Tridsico Superior, haldarrido la divergencia de los
miembros de la familia Polyclinidae y de las dopeeges del géner&ynoicum(edad
Rhaetiense)Todos los sedimentos del Océano profundo depositddrante este periodo
han desaparecido a través de la subduccion déalesspceanicas, por lo que se sabe muy
poco del Océano abierto durante el Triasico. Eedkd Norniense del Triasico Superior, el
Supercontiente Pangea intensifico su separaciéhMjcrocontinente Cimmeria se separo
de la parte interior del brazo Sur de Pangea, ® apnllevo a la formacién del Océano
Neo-Tetis. A medida que este Océano se iba ampljadionmeria fue desplazandose al
Norte hacia Laurasia, y el océano Paleo-Tetis fismmiduyendo. En base a estos
desplazamientos continentales, a los intensos canibologicos como la formacion de
este nuevo Océano y los cambios en el nivel de|] pariamos suponer que en cierta
forma estos eventos pudieron haber contribuidaeseparacion de los policlinidos, como

asi también en la divergencia entre las dos espdelegéner&ynoicum

Finalmente, en el Cretacico Inferior, la expangiémares pocos profundos habria
contribuido al desarrollo de nuevos habitats pasadrganismos marinos de aguas poco
profundas. Ademas, un sistema de corrientes patesprodeaban a la tierra a través del
mar de Tetis y el Océano Pacifico. Gordon (1978)us@ que la circulacion oceénica de la
superficie del Hemisferio Sur debe haber incluidogiro en sentido antihorario en el
Pacifico Sur, y presumiblemente también una Caei@ircumpolar Antartica. De acuerdo
a la direccion de estas corrientes, las mismasiémhiabrian contribuido en la divergencia
de los haplotipos de Tierra Adelia y de la PenimsAmtartica, ya que dichas corrientes
tenian una direccién de Oeste a Este, favoreciasfial desplazamiento de las larvas
pelagicas de vida libre desde un sector estrechia datartida Oriental (Tierra Adelia),
hacia la Peninsula. Esto ultimo a su vez, estagp@rsando nuestro resultado de que el

haplotipo deS. adareanurnde Tierra Adelia, seria el méas basal.
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2.4.4.2. Analisis Intraespecifico

Los tiempos de divergencia estimados a partir dgémes combinados (COI+Citb)
mostraron que la divergencia entre el clado A glatlo B deS. adareanunfFig. 2.15),
coincidié con el segundo episodio glacial “Melvillecurrido en la region de la Antartida
Occidental y Peninsula Antartica (Troedson y Rid2082) durante el Mioceno Temprano
(22-23 MA). Estudios geoldgicos y bioldgicos hapatado la existencia de refugios en la
plataforma continental de la Antartida durante qué glaciales (Newman y col. 2009),
por lo que es probable que estas ascidias Antartiagtan tolerado dicha glaciacion en
refugios aislados geograficamente y desarrolladwoslae plataforma continental, que
habrian estado libres de hielo. Habrian permanemiddichos refugios hasta la llegada del
periodo interglacial durante el cual el retrocesd kielo le habria permitido &.

adareanunexpandir su rango.

Por otro lado, después de la apertura del Pasajgralee (hace unos 25-22 MA,
considerando los estudios llevados a cabo por Bangg col. 2000), la Antartida se aislo
definitivamente del resto de los Continentes ypladundidades oceanicas alcanzaron sus
valores actuales (Barker y Burrell 1977; Kennetf 7,91980). Las condiciones de aguas
profundas entre Ameérica del Sur y el Continentedidto condujeron al establecimiento
completo del Frente Polar Antartico (FPA, Kenne®i82), ocurrido hace 25-22 MA
(Bargelloni y col. 2000). Esta barrera hidrografesta formada por la convergencia de
agua Antartica fria con agua Sub-Antartica calllaSur del Frente Polar, un sistema
complejo de corrientes, particularmente la Corge@ircumpolar Antartica (CCA) en
sentido horario, ayuda a la dispersion pasiva dersibs organismos. Por lo que la CCA al
ser impulsada por el cinturon de vientos del Ogstielir de Oeste a Este a través del
Pasaje de Drake, podria haber contribuido a laedigin y a la divisién de la poblacion

ancestral que dio origen a los dos cladoS dedareanum

La divergencia entre los subclados (B1 y B2) daticIB habria ocurrido hace unos
18 MA aproximadamente. Esta estimacion se encuenfsama a un periodo en el que la
Antartida experimentd una disminucién del volumenhielo (17-15 MA), de manera que
habria habido un incremento en el nivel del macual junto con la CCA podrian haber

colaborado en la dispersion y la separacién dddessubclados.
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Por otro lado, la diversificacion de los haplotigles clado A, y la de los haplotipos
del subclado B1 habria ocurrido hace unos 13 MAntnas que la del subclado B2 hace
unos 12 MA. Estas diversificaciones habrian ocordédntro del lapso en el que hubo un
aumento gradual del volumen de hielo, por lo quprebable que aqui también se hayan
desarrollado refugios en la plataforma continergata estos organismos, hasta la
ocurrencia de un periodo mas calido, contribuyesrdta dispersion y en la separacion de

estos organismos.

Por ultimo, las divergencias ocurridas entre losldtgpos del clado A y entre los
haplotipos dentro de los subclados B1 y B2 resypmtiente, ocurrieron en el rango de
entre 10 a 1 MA. Hace aproximadamente 4 MA lassISlaetland del Sur se separaron de
la Peninsula Antartica Norte debido a la presuiftssidn del arco posterior que formé el
Estrecho de Bransfield (Barker 1982; Barker y Bdl2B83; Yi y col. 2005), por lo que es
probable que el Estrecho de Bransfield haya cantith en la divergencia de los
haplotipos. A su vez, Roger (2007) sostuvo qualmd Antartica, hace aproximadamente
1 MA, habria experimentado un periodo de expansigodlacionales y contracciones en
refugios. Por otro lado, Wilson y col. (2009), coesaron que la accion repetida de los
ciclos glaciales e interglaciales podria haber rdmuntlo en la diversificacion de taxa
Antarticos, por lo que podrian haber favoreciddilersificacion de los haplotipos mas
recientes de las muestras $ieadareanumAdemas, dado que se ha hipotetizado que las
poblaciones Antarticas persistieron en refugiosagieas profundas o refugios glaciales en
la plataforma durante los maximos glaciales (Thatjel. 2005), y dado qu®&. adareanum
es una especie euribatica (Kott 1969; Monniot y Mon1983), es probable que ambas
posibilidades hayan sido factibles para que los/iddos deS. adarenaunsobrevivieran
los maximos glaciales. El grado en que las pohtes@ontemporaneas conservan la sefial
genética de estos eventos histéricos es poco clarque los estudios intraespecificos de
los invertebrados del Océano Austral, llevadoske @agran escala, son escasos debido a

los costos y las dificultades logisticas para padéener suficientes muestras.
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CAPITULO 3:

RELACIONES FILOGENETICAS DE
LOS TUNICADOS Y DE LAS
FAMILIAS DEL ORDEN
APLOUSOBRANCHIA

80



3.1. Introduccioén

Recientemente, analisis moleculares han brindadoniacion sobre las relaciones
filogenéticas dentro de los deuterostomados (Camgeml. 2000; Turbeville y col. 1994;
Swalla y col. 2000; Swalla 2001) y dentro de lselAscidiacea (Wada y col. 1992; Wada
1998; Stach y Turbeville 2002; Turon y Lopez-Le@e@004). La ubicacion de los
tunicados dentro de los deuterostomados ha sidarttasproblematica (Winchell y col.
2002; Blair y Hedges 2005; Zeng y Swalla 2005; Delg col. 2006), incluso varios
estudios han soportado la monofilia de los tunisadero no de la clase Ascidiacea (Tabla
3.1; Christen y Braconnot 1998; Swalla y col. 208tach y Turbeville 2002; Winchell y
col. 2002). Por ejemplo, analisis basados en se@sdel gen 18S rDNA indicaron que el
orden Phlebobranchia se encuentra mas cercanamtat®nado a la clase Thaliacea que
a Stolidobranchia (Wada y col. 1992; Wada 1998;Bwacol. 2000; Stach y Turbeville
2002; Zeng y col. 2006; Stach 2009; Stach y Kirb@009), lo que implicaria que
Ascidiacea por si misma no es monofilética. Estaare relacion entre Phlebobranchia y
Thaliacea (Zeng y Swalla 2005; Yokobori y col. 208%alla y Smith 2008), también fue
demostrada en los estudios llevados a cabo poh$immgl. (2009), Stach y col. (2010) y
Perseke y col. (2013), utilizando genes que catifijgara proteinas. A su vez, Stach y col.
(2010) y Perseke y col. (2013), encontraron quédstaranchia fue el taxén hermano del
resto de los tunicados, relaciébn también soportanla analisis llevados a cabo con
secuencias nucleares, pero que no fue sostenida@asa realizaron estudios cladisticos
basados en caracteres morfoldgicos (Hawkins y1&83; Stach y Turbeville 2002; Stach
2008, 2009; Stach y Kirbach 2009). Por otro ladwo,et analisis llevado a cabo por
Tsagkogeorga y col. (2009) empleando 35 genes &ikesping”, en el cual no tuvieron
en cuenta a ningun organismo del orden Thaliageansontré que Aplousobranchia fue
un grupo hermano de Phlebobranchia, y que Stolohaiinia fue el taxdn hermano de ese
clado (Aplousobranchia + Phlebobranchia). Los estudlevados a cabo por Stach y
Turbeville (2002) combinando datos moleculares (dBSA) y caracteres morfoldgicos,
sugirieron que el orden Aplousobranchia seria uopagr hermano de la clase
Appendicularia y que juntos ocuparian la posici@srhasal entre los tunicados. Por otro
lado, Turon y Loépez-Legentil (2004), empleando secias de COI parciales de 28
especies de ascidias, reconstruyeron la filogegli@mien Aplousobranchia, y encontraron

81



gue este grupo es monofilético y presenta unaiéelancierta con los otros dos érdenes.
Ademas sugirieron la existencia de una afinidadcasea de Aplousobranchia con las
familias Cionidae y Diazonidae (Phlebobranchia)psstada también por caracteres
morfologicos (Kott 1990). Yokobori y col. (2006) haemostrado que la relacion entre
Aplousobranchia y Appendicularia, propuesta porclstg Turbeville (2002), ha sido
producto de la contaminacién de las secuencias88&ARNr de aplousobranquios con
protistas simbiontes. Por otro lado, analisis efstbs con secuencias auténticas de 18S
ARNr de aplousobranquios, han agrupado a Aplouschia con Thaliacea (Swalla y col.
2000; Stach y Turbeville 2002; Zeng y Swalla 2096kobori y col. 2006). A su vez, el
trabajo de Tsagkogeorga y col. (2009), tambiéralieva cabo con secuencias del gen 18S

rDNA, demostrd una relacion cercana entre Aplousaditia, Phlebobranchia y Thaliacea.

Tabla 3.1.Clasificacién de los Tunicados

Clasificacion de los Tunicados

Superreino: Eukaryota

Reino: Animalia

Superfilo: Deuterostomia
Filo: Chordata

Subfilo: Urochordata/Tunicata

Clases:

Ascidiacea:érdenes (Clasificacion
segun estructura y desarrollo de la
faringe) Aplousobranchia,
Phlebobranchia, Stolidobranchia)
Thaliacea: 6rdenes: Pyrosomida,
Salpida, Doliolida

Appendicularia: familias:
Fritillariidae, Kowalwvskiidae,
Oikopleuridae
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La posicién de la clase Appendicularia ha sido drdst inestable dentro de los
tunicados, y continda en controversia (Swalla y 2000; Stach y Kirbach 2009). Mientras
que los primeros estudios donde se empled al gemDRA indicaron que Appendicularia
surgioé primero entre los tunicados (Wada 1998; Bwatol. 2000), analisis mas recientes
sugieren una relacion de grupo hermano con Staticahia (Zeng y col. 2006). Delsuc y
col. (2006; 2008) soportaron fuertemente la positidasal de Appendicularia dentro de los

tunicados.

En base a las investigaciones publicadas hastaosiemio, Zeng y col. (2006)
propusieron tres hipotesis de evolucion de loscados (Fig. 3.1). La primer hipoétesis (Fig.
3.1-a) sugiere que Appendicularia y Aplousobrancéga agrupan juntas como grupo
hermano del resto de los tunicados, lo cual estartado por los estudios efectuados por
Stach y Turbeville (2002) en base al gen nucle&. 18in embargo esta relacion es
sospechosa debido a la atraccion de ramas largapmndicularia y Aplousobranchia. La
segunda hipétesis (Fig. 3.1-b), estaria apoyadalgsoranalisis efectuados con el gen
mitocondrial COI por Turon y Lépez-Legentil (2004),sugiere que Aplousobranchia es
grupo hermano de Stolidobranchia, mientras quebBhlanchia y Thaliacea son grupos
hermanos de ellos. Sin embargo, debe aclararsegjas analisis no incluyeron a ningun
miembro de Appendicularia, y su posicion en lagioia fue sugerida por Zeng y col.
(2006). La tercera hipétesis (Fig. 3.1-c) propong diplousobranchia se agrupa con
Thaliacea y luego con Phlebobranchia, los cualdésctteamente constituyen un grupo
hermano de Stolidobranchia y Appendicularia. Egtathsis esta apoyada por los estudios
efectuados por Yokobori y col. (2006) y Zeng y €8D06), utilizando el gen nuclear 18S
rDNA. Una cuarta hipétesis (Fig. 3.1-d) fue propgagor Tsagkogeorga y col. (2009) en
base a filogenias estimadas utilizando el gen R, es similar a la tercer hipotesis, pero
establece que existe una politomia en el cladoocoado por Phlebobranchia + Thaliacea
+ Aplousobranchia, el cual a su vez, es un grupon&eo del clado constituido por

Appendicularia + Stolidobranchia.

Las relaciones entre los miembros de Aplousobranebison del todo claras (Kott
1990); no s6lo ha sido motivo de debate conocerfgmélias se encuentran dentro del
orden, sino que también hay poco acuerdo en laegpecta a las relaciones filogenéticas

entre las mismas (Kott 1990; Monniot y col. 1991).
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Figura 3.1. Hipotesis propuestas para explitarevolucion de los Tunicados) Stach y Turbeville
(2002) basada en el gen ribosomal 1BSTuron y Lopez-Legentil (2004) utilizando secuercia
parciales del gen mitocondrial CQ@J). Zeng y col. (2006) empleando el gen 185Tsagkogeorga y
col. (2009) utilizando secuencias del gen 18S

El orden Aplousobranchia esta conformado por aasidioloniales que poseen
tentaculos orales simples y una faringe sin plisguievasos longitudinales internos (Van
Name 1945). Su cuerpo esta dividido en dos o taee (torax, abdomen, y en algunos
casos, abdomen posterior). En una revision exhaudié géneros de ascidias de todo el
mundo, Monniot y Monniot (1972) reconocieron 46 gg@s de aplousobranquios en sélo
tres familias: Polyclinidae, Polycitoridae y Dideiasie. Mas tarde, dos nuevas familias
fueron aceptadas e incorporadas, Clavelinidae yzdadae (Monniot y Monniot 2001).
Kott (1969, 1985, 1990, 1992, 2001) basandose &mdies efectuados con ascidias de
Australia y la Antartida, propuso modificacioneguonantes en la clasificacion tradicional
de los aplousobranquios. Siguiendo su clasificacijme se basa en el proceso de
replicacién, aspectos de la colonia y de los zamide la morfologia de la larva,
Aplousobranchia incluye 14 familias (Tabla 3.2).tK990) redistribuy6 los géneros y

especies de Polycitoridae en cinco familias. A g, Kott (1992) redefinié a Polyclinidae
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restringiéndola a los géneros incluidos previamentéa subfamilia Polyclininae, y sugirié
cinco nuevas familias. Didemnidae, sin embargo, mpeecié estable en varias
clasificaciones debido al tamafo corto de los zz®icbn cuatro o tres hileras de estigmas,
pocos foliculos testiculares y larvas grandes iadab dentro de la tunica (Lafargue 1983;
Lafargue y Wahl 1987; Kott 1962, 2001), lo que sugique esta familia es de hecho un
grupo natural, y su monofila ha sido demostradéeméemente en estudios donde se han
empleado marcadores moleculares (Stach y Turb@dl2; Turon y Lépez-Legentil 2004;
Yokobori y col. 2006).

Tabla 3.2. Clasificacion tradicional de las familias y génemss el orden Aplousobranchia
segln Monniot y Monniot (1972), Monniot y col. (1199y Kott (1990, 1992, 2001). Las

familias se indican en negrita y los géneros esicar

Monniot y Monniot (1972); Monniot y col.
(1991)

Kott (1990, 1992, 2001)

Polyclinidae Milne-Edwards, 1841
PolyclinumSavigny, 1816
SynoicunPhipps, 1774

Aplidium Savigny, 1816
AplidiopsisLahille, 1890
SidneiodeKesteven, 1909
SidnyumSavigny, 1816
AtopogasteHerdman, 1886
PlacentelaRedikorzev, 1913
Homoeodistom&edikorzev, 1913
RitterellaHarant, 1931
DumusBrewin, 1952
PharyngodictyorHerdman, 1886
EuherdmanidRitter, 1904
PolyclinellaHarant, 1930
Pseudodistomdichaelsen, 1924
ProtopolyclinumMillar, 1960
Citorclinum Monniot y Millar, 1988

PolyclinidaeMilne-Edwards, 1841
PolyclinumSavigny, 1816
SynoicunPhipps, 1774

Aplidium Savigny, 1816
AplidiopsisLahille, 1890
SidneiodeKesteven, 1909
MorchelliumGiard, 1872
PlacentelidaeKott, 1992
PlacentelaRedikorzev, 1913
Ritterellidae Kott, 1992
RitterellaHarant, 1931
DumusBrewin, 1952
Euherdmaniidae Ritter, 1904
EuhermaniaRitter 1904
Pseudodistomidae<ott, 1992
Pseudodistomdichaelsen, 1924
Anadistomaott, 1992
Protopolyclinidae Kott, 1992
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Monniot y Monniot (1972); Monniot y col.
(1991)

Kott (1990, 1992, 2001)

Didemindae Verrill, 1871
EchinoclinumvVan Name, 1902
Askonidesott, 1962
DidemnumSavigny, 1816
TrididemnunDella Valle, 1881
PolysyncratorNott, 1892
LeptoclinidesBjerkan, 1905
LissoclinumVerrill, 1871
DiplosomaMacdonald, 1859
Atriolum Kott, 1983
Botrydemnun®ka, 1933
Coelocormudderdman, 1886
SinecloacaVlichaelsen, 1904
Polycitoridae Michaelsen, 1904
Polycitor Renier, 1804
PolycitorellaMichaelsen, 1924
EudistomaCaullery, 1909
CystodytePrasche, 1884
TetrazonaMichaelsen, 1930
ProtoholozoaKott, 1969
AtapozoaBrewin, 1956
ClavelinaSavigny, 1816
OxycoryniaDrasche, 1882
PodoclavellaHerdman, 1890
PycnoclavellaGarstang, 1891
ArchidistomaGarstang, 1891
ArchascidiaJulin, 1904
Distaplia Della Valle, 1881
Cyathocormu®ka, 1912
Hypodistomar okioka, 1967
DimorphaPéres, 1946
Hypsistozod@Brewin, 1953

MonniotusMillar, 1988
CondominiunKott, 1992
Didemnidae Giard, 1872
DidemnumSavigny, 1816
TrididemnunDella Valle, 1881
PolysyncratorNott, 1892
LeptoclinidesBjerkan, 1905
LissoclinumVerrill, 1871
DiplosomaMacdonald, 1859
Atriolum Kott, 1983

Clitella Kott, 2001

Polycitoridae Michaelsen, 1904
Exostom&ott, 1990

Polycitor Renier, 1804
PolycitorellaMichaelsen, 1924
EudistomaCaullery, 1909
CystodytePrasche, 1884
BrevicollusKott, 1990
Clavelinidae Forbes y Hanley, 184
Nephtheidrasche, 1882
ClavelinaSavigny, 1816
PycnoclavellidaeKott, 1990
EuclavellaKott, 1990
PycnoclavellaGarstang, 1891
HolozoidaeBerrill, 1950
PolydistomaKott, 1990
Distaplia Della Valle, 1881
Sigillina Savigny, 1816
Hypodistomar okioka, 1967
Neodistom&aott, 1990
Hypsistozod@Brewin, 1953

w
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(1991)

Monniot y Monniot (1972); Monniot y col.

Kott (1990, 1992, 2001)

Sycozod.esson, 1830
Millarus Monniot y Monniot 1987
Stomozo&ott, 1957

Orden Phlebobranchia
Cionidae Lahille, 1887

Sycozod.esson, 1830
StomozoidaeKott, 1990
Stomozo&ott, 1957

Cionidae Lahille, 1887
CionaFleming, 1822
RhopalaeaPhilippi, 1843
PseudodiazonMlillar, 1963

Tabla 3.2, continuacion

Obijetivo a desarrollar en el capitulo:

» Contribuir al conocimiento de las relaciones filoggcas existentes entre los
ordenes del subfilum Tunicata y entre familias alelen Aplousobranchia,
segun la clasificacion propuesta por Kott, utilidan los genes

mitocondriales COl y Citb

3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Andlisis filogenético del Subfilo Urochordat/Tunicata

Se utilizd el gen COI en conjunto con el gen Citlrapevaluar las relaciones
filogenéticas existentes entre los tunicados. BHoa se buscaron en repositorios publicos
(Banco de Genes y Sistema BOLD) representanteadietaxdn involucrado que tuvieran
secuenciados los dos genes, excepto para la cfgsndicularia, donde s6lo contamos con
la secuencia del gen COIl. De los 24 individuosuiads en los andlisis, 17 representaron a
la clase Ascidiacea (5 representaron al orden Agloanchia “sensuKott 1990, 2 al
orden Phlebobranchia, 10 al orden Stolidobranchia,la clase Thaliacea y 1 a la clase
Appendicularia. Por ultimo, incorporamos al anéliSi secuencias de cefalocordados que
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fueron empleadas como extragrupBsafichiostoma lanceolaturBranchiostoma floridae
Asymmetron lucayanumAsymmetron sp.Epigonichthys maldivengis Las especies

utilizadas en este estudio, junto con sus nimeF@cdeso, se muestran en la Tabla 3.3.

Los andlisis se realizaron empleando tanto secagnciucleotidicas como
secuencias de aminoécidos traducidas y aplicansanétodos de construccion de arboles,
uno basado en Inferencia Bayesiana y el otro enirv@»/erosimilitud. Para los dos
métodos de construccion de arboles empleando ssasenucleotidicas, los mejores
modelos de sustitucion que se ajustaron a nuestabss fueron seleccionados por
comparacion estadistica de 56 modelos de evolutii@entes empleando el programa
Modeltest 3.0 (Posada y Crandall 1998) y utilizaetigriterio de informacion de Akaike
(AIC). Los modelos de sustitucidén nucleotidica seilenados fueron GTR+G para COIl y
GTR+I+G para Citb. El arbol filogenético con la mayrobabilidad posterior (PP) segun
estos modelos, se estimo utilizando el programaayeB (Ronquist y Huelsenbeck 2003),
para lo cual se corrieron 4 cadenas de Markov camllén de generaciones cada una y
considerando un periodo de calentamiento “burndae” 2.500 generaciones. El arbol
filogenético por el método de Maxima Verosimilitgd estimé empleando el programa
MEGA version 5 (Tamura y col. 2011)se emplearon 1.000 replicaciones de “bootstrap”
para evaluar la robustez de cada topologia, |diedtad de los nodos y construir un arbol
consenso de mayoria. Los arboles obtenidos en aant@isis se graficaron utilizando el
software TreeView (Page 1996).

Por otro lado, para los dos métodos de construcdénarboles empleando
secuencias aminoacidicas, el mejor modelo de ewolude proteinas que se ajustd a
nuestros datos se determind empleando el prograotdaeBt 2.4 (Abascal y col. 2005),
utilizando el criterio de informacién de Akaike. Elodelo elegido fue el modelo MtREV
para ambos genes mitocondriales. El arbol filogead&on la mayor probabilidad posterior
segun el modelo MtREV se estimé utilizando el paoge MrBayes (Ronquist y
Huelsenbeck 2003); se corrieron 4 cadenas de Mar&ovl millon de generaciones cada
una y considerando un periodo de calentamientn*lirde 2.500 generaciones. El arbol
filogenético obtenido a partir del método de Maxiveosimilitud se estimé empleando el
programa MEGA version 5 (Tamura y col. 2011) y sgplkearon 1.000 replicaciones de

“bootstrap” para evaluar la robustez de cada tapalola estabilidad de los nodos y
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construir un arbol consenso de mayoria. Los arboldenidos en ambos analisis, se

graficaron utilizando el software TreeView (Pag8@y

Tabla 3.3. Especies, familias, genes utilizados y numerosacteso al Banco de
Genes y Sistema BOLD, empleados en los estudagefiéticos de los tunicados

ESPECIE FAMILIA GEN | N° ACCESO
Styela plicata Styelidae COI | NC_013565.1
Styela plicata Styelidae Citb | NC_013565.1
Styela montereyensis Styelidae COl | FJ528638.1
Styela montereyensis Styelidae Citb | DQ345920.1
Styela gibbsii Styelidae COIl | FJ528637.1
Styela gibbsii Styelidae Citb | DQ345919.1
Dendrodoa grosularia Styelidae COIl | FJ528649.1
Dendrodoa grosularia Styelidae Citb | DQ345912.1
Polycarpa pomaria Styelidae COI | AY600984.1
Polycarpa pomaria Styelidae Citb | DQ345917.1
Botryllus schlosseri Styelidae COIl | AY600987.1
Botryllus schlosseri Styelidae Citb | DQ345910.1
Botrylloides violaceus Styelidae COl | GU220387.1
Botrylloides violaceus Styelidae Citb | DQ345909.1
Halocynthia roretzi Pyuridae COl | AB024528.1
Halocynthia roretzi Pyuridae Citb | AB024528.1
Microcosmus sulcatus Pyuridae COl | NC_013752.1
Microcosmus sulcatus Pyuridae Citb | NC_013752.1
Herdmania momus Pyuridae COI | NC_013561.1
Herdmania momus Pyuridae Citb | NC_013561.1
Phallusia fumigata Ascidiidae COl | NC_009834.1
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ESPECIE FAMILIA GEN | N° ACCESO
Phallusia fumigata Ascidiidae Citb | NC_009834.1
Phallusia mammillata Ascidiidae COl | NC_009833.1
Phallusia mammillata Ascidiidae Cltb | NC_009833.1
Ciona intestinalis Cionidae COIl | NC_004447.2
Ciona intestinalis Cionidae Citb | NC_004447.2
Ciona savignyi Cionidae COIl | AB079784.1
Ciona savignyi Cionidae Citb | AB079784.1
Clavelina lepadiformis Clavelinidae COl | NC_012887.1
Clavelina lepadiformis Clavelinidae Citb | NC_012887.1
Diplosoma listerianum Didemnidae COI | NC_013556.1
Diplosoma listerianum Didemnidae Citb | NC_013556.1
Synoicum adareanum Polyclinidae COl | ASCANO11-10
Aplidium conicum Polyclinidae COI | NC_013584.1
Aplidium conicum Polyclinidae Citb | NC_013584.1
Doliolum nationalis Doliolida COIl | AB176541.1
Doliolum nationalis Doliolida Citb | AB176541.1
Branchiostoma floridae Branchiostomidag COl | NC_000834.1
Branchiostoma floridae Branchiostomidag Citb | NC_000834.1
Branchiostoma lanceolatun, Branchiostomidag COl | NC_001912.1
Branchiostoma lanceolatun Branchiostomidag Citb | NC_001912.1
Asymmetron lucayanum | Epigonichthyidae| COl | NC_006464.1
Asymmetron lucayanum Epigonichthyidae| Citb | NC_006464.1
Asymmetron sp. Epigonichthyidae| COl | NC_009775.1
Asymmetron sp. Epigonichthyidae| Citb | NC_009775.1
Epigonichthys maldivensis | Epigonichthyidae| COl | AB110093.1
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ESPECIE FAMILIA GEN | N° ACCESO

Epigonichthys maldivensis | Epigonichthyidae| Citb | AB110093.1

Tabla 3.3, continuacion

3.2.2. Relaciones filogenéticas entre familias delorden

Aplousobranchia

En este analisis utilizamos el gen COI para evalasrrelaciones filogenéticas
existentes entre las familias del orden Aplousatiten“sensu” Kott (1990). Decidimos
utilizar solamente este gen y no en combinaciéneio@itb, ya que son muy pocos los
representantes de las familias de los aplousobi@aue poseen secuenciado el gen
mitocondrial Citocromo b. A diferencia de trabaprgteriores (Stach y Turbeville 2002;
Turon y Lopez-Legentil 2004; Tsagkogeorga y col090donde se incluyeron pocos
representantes de las familias del orden y/o dgédogros que conforman las familias, en
nuestros analisis incluimos un niamero mayor deeggntantes de familias y géneros que
hasta la fecha poseen secuenciado el gen COIl mak7Idaplotipos d&. adareanum
obtenidos en este trabajo. Se emplearon tres saagate cefalocordadoBranchiostoma
lanceolatum Asymmetron lucayanynmEpigonichthys maldivengiscomo extragrupos.
Todas las secuencias empleadas en este estudiogpc®n de los 17 haplotipos &
adareanumfueron tomadas del Banco de Genes y del SystédidBy se muestran en la
Tabla 3.4. El analisis se realiz6 empleando sedagnuucleotidicas y secuencias de

aminoacidos traducidas de todos los individuos.

Aplicamos dos métodos de construccion de arbolee: hasado en Inferencia
Bayesiana y el otro en Maxima Verosimilitud. Pas $ecuencias nucleotidicas, el mejor
modelo de sustitucidbn que se ajusté a nuestross dat seleccionado por comparacion
estadistica de 56 modelos de evolucion diferemgdeando el programa Modeltest 3.0
(Posada y Crandall 1998) y utilizando el criter@informacion de Akaike. Para el caso de
las secuencias nucleotidicas sin particionar paiomlp el modelo seleccionado fue
GTR+I+G, mientras que para las secuencias nucleasicparticionadas por codén, los
modelos seleccionados fueron GTR+G para la primeegunda posicidon, y HKY+G para
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la tercera posicion. El arbol filogenético con laymr probabilidad posterior segun estos
modelos, se estimo utilizando el programa MrBayren(uist y Huelsenbeck 2003). Para
el set de datos no particionado se utilizaron 4ecas de Markov con 5 millones de
generaciones cada una y considerando un periodmldetamiento “burn-in” de 1.250
generaciones. Para las secuencias nucleotidicasigraadas por codon, las topologias se
evaluaron utilizando 4 cadenas de Markov con 3omés de generaciones cada una y
considerando un periodo de calentamiento “burnda”7.500 generaciones. El arbol
filogenético resultante del método de Maxima Vermil#iud se obtuvo solamente a partir
del set de datos no particionado empleando el anogMMEGAversion 5 (Tamura y col.
2011).Se emplearon 1.000 replicaciones de “bootstrapa paaluar la robustez de cada
topologia, la estabilidad de los nodos y constunréarbol consenso de mayoria. Los
arboles obtenidos en ambos andlisis se graficaibrando el software TreeView (Page
1996).

Por otro lado, para los dos métodos de construcd@narboles empleando
secuencias aminoacidicas, se estimo que el modadwalucion de proteinas que mejor se
ajustd a nuestros datos fue el modelo Dayhoff, earlo el programa ProtTest 2.4
(Abascal y col. 2005) y utilizando el criterio dafarmacion de Akaike. El arbol
filogenético con la mayor probabilidad posteriog@e el modelo Dayhoff, se estimo
utilizando el programa MrBayes (Ronquist y Huelssak2003) con 4 cadenas de Markov
con 2 millones de generaciones cada una y consideran periodo de calentamiento
“burn-in” de 5.000 generaciones. El arbol filogeo@tobtenido a partir del método de
Méaxima Verosimilitud se estim6é empleando el progagdtEGA version 5 (Tamura y col.
2011) yse emplearon 1.000 replicaciones de “bootstrapd paaluar la robustez de cada
topologia, la estabilidad de los nodos y constunirarbol consenso de mayoria. Los
arboles obtenidos en ambos andlisis, se graficatibnando el software TreeView (Page
1996).
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Tabla 3.4.Especies, familias, y nUmeros de acceso al Banddeathes y
del sistema BOLD, empleados en los estudios filégeos de las
familias del orden Aplousobranchia segun la cleadion propuesta por

Kott

ESPECIE FAMILIA N° ACCESO
Synoicum adareanum Polyclinidae KC017441.1
Synoicum castellatum Polyclinidae ASCANO11-10
Amaroucium stellatum Polyclinidae AY116595.1
Aplidium fuscum Polyclinidae GBGC0973-06
Aplidium elegans Polyclinidae AY600971.1
Aplidium conicum Polyclinidae NC_013584.1
Pseudodistoma crucigaste Pseudodistomidar AY600979.1
Pseudodistoma cyrnusens Pseudodistomidar AY600970.1
Diplosoma listerianum Didemnidae NC_013556.1
Diplosoma virens Didemnidae AB433974.1
Diplosoma simileguwa Didemnidae AB486000.1
Diplosoma ooru Didemnidae AB485999.1
Lissoclinum timorense Didemnidae AB499982.1
Lissoclinum punctatum Didemnidae AB433976.1
Trididemnum paracyclops Didemnidae AB499974.1
Didemnum molle Didemnidae AB557717.1
Cystodytes dellechiajeli Polycitoridae AY523072.1
Cystodytes sp. SLL-2005 Polycitoridae AY821784.1
Polycitorella coronaria Polycitoridae AM709504.1
Eudistoma planum Polycitoridae AY600977.1
Polycitor adriaticum Polycitoridae AY600982.1
Eudistoma plumbeum Polycitoridae AY600978.1
Polycitor giganteus Polycitoridae KC017429.1
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ESPECIE FAMILIA N° ACCESO
Eudistoma banyulensis Polycitoridae AY600973.1
Clavelina lepadiformis Clavelinidae AY603104.1
Clavelina picta Clavelinidae JN703740.1
Clavelina oblonga Clavelinidae JN703738.1
Clavelina delavallei Clavelinidae AY603105.1
Clavelina moluccensis Clavelinidae AM706472.1
Clavelina gemmae Clavelinidae AJ884573.1
Clavelina australis Clavelinidae AM706464.1
Pycnoclavella diminuta Pycnoclavellidae KC017435.1
Pycnaoclavella martae Pycnoclavellidae AM706481.1
Pycnoclavella detorta Pycnoclavellidae AM706473.1
Pycnoclavella communis  Pycnoclavellidae AM746368.1
Pycnoclavella nana Pycnoclavellidae AM403699.1
Pycnoclavella aurilucens  Pycnoclavellidae AM403691.1
Pycnaoclavella brava Pycnoclavellidae AM403687.1
Pycnoclavella atlantica Pycnoclavellidae AM403685.1
Ciona intestinalis Cionidae NC_004447.2
Ciona savignyi Cionidae AB079784.1

Branchiostoma lanceolatur

Asymmetron lucayanum

Branchiostomidae NC_001912.1

Branchiostomidae NC_006464.1

Epigonichthys maldivensis Epigonichthyidae AB110093.1

Tabla 3.4, continuacion
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3.3. Resultados

3.3.1. Andlisis filogenético del subfilo Urochordat/Tunicata

Los resultados del analisis Bayesiano y del métddoMaxima Verosimilitud
empleando secuencias nucleotidicas no permitiestablecer una relacion filogenética
clara entre los miembros de este subfilo. En eb abes Inferencia Bayesiana (Fig. 3.2)
obtuvimos politomias entre los oOrdenes, y en elod@tde Maxima Verosimilitud
politomias y valores de soporte de rama bajos i(@alde “bootstrap” < 50%). Por el
contrario, los resultados obtenidos a partir deesecias aminoacidicas brindaron una mejor
resolucion en ambos métodos de construccion ddedrlfibogenéticos que presentaron

topologias similares.

Los Ordenes Aplousobranchia “sehskott (1990), Phlebobranchia “sensu” Kott
(1985), Stolidobranchia y Doliolida, presentarotowes de soporte de rama elevados en el
analisis de Inferencia Bayesiana, mientras queleméodo de Maxima Verosimilitud
presentaron valores de bootstrap moderados (RY. Bl orden Aplousobranchia aparece
como el orden mas derivado con respecto a losgupas. Es de destacar que las dos
especies d€iona representantes de la familia Cionidae, se enaanmiren la base de este

orden.

Por otro lado, en lo que respecta a las relacidapgo de los tunicados, se encontrd
que Aplousobranchia se agrupé con Thaliacea y luégths se agruparon con
Phlebobranchia, los cuales colectivamente constitmy un grupo hermano de
Stolidobranchia. Dichas agrupaciones estuvieroorsagas por valores de soporte de rama
maximos en el andlisis de Inferencia Bayesianarywplores moderados en el método de
Méaxima Verosimilitud (Fig. 3.3).

Por ultimo, en ambos métodos de analisis se ertcania clase Appendicularia en
una posicion basal (Fig. 3.3) como el grupo herndeicclado conformado por el resto de
los tunicados, coincidiendo con los resultados rottes por Wada (1998), Swalla y col.
(2000), Kurabayashi y col. (2003); Delsuc y col0@dg, 2008). Esta posicion de
Appendicularia con una longitud de rama tan lapgabablemente se deba a la alta tasa de

evolucion caracteristica de su genoma (Delsuc.y26816, 2008).
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Figura 3.2. Arbol obtenido a partir de secuencias nucleoti&id® ambos genes combinados
(COI+Citb). Los valores que se encuentran cercandes nodos representan las probabilidades
posteriores > 50% resultantes del andlisis Bayesians haplotipos dé&ynoicum adareanurse
representan con la abreviacién Hap, seguida delerdimie haplotipo, del sitio de muestreo y del
morfotipo, D: Decepcion, PC: Caleta Potter, LA5wdS, L46: Low46, M: Melchior, P: Palmer, NA:
morfotipo naranja-amarillento, VA: morfotipo verdenarillento. Los distintos colores indican los
ordenes dentro de los Tunicados: Rosado: Aplouschi@ Verde oscuro: Doliolida (clase
Thaliacea), Celeste: Phlebobranchia, Morado: Siblidnchia, Rojo: Appendicularia (clase
Appendicularia). Branchiostoma lanceolatumBranchiostoma floridae Asymmetron lucayanym
Asymmetron spy. Epigonichthys maldivensiseron utilizados como extragrupos
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Figura 3.3. Arbol obtenido a partir de secuencias de aminaécittaducidas de ambos genes
combinados (COI+Citb). Los valores que se encuentexcanos a los nodos, delante de la barra,
representan las probabilidades posteriores > 5@8Wtamtes del analisis Bayesiano, y aquellos que se
encuentran detras de la barra, indican los valdeeébootstrap” > 50% obtenidos del andlisis de
Maxima Verosimilitud. Las letras dentro de los oios indican los clados considerados en el anélisis
(ver texto). Los haplotipos d8ynoicum adareanurse representan con la abreviacion Hap, seguida
del nimero de haplotipo, del sitio de muestreolyra@fotipo, D: Decepcion, PC: Caleta Potter, L45:
Low45, L46: Low46, M: Melchior, P: Palmer, NA: motfpo naranja-amarillento, VA: morfotipo
verde-amarillento. Los distintos colores indicars lordenes dentro de los Tunicados: Rosado:
Aplousobranchia, Verde oscuro: Doliolida (clase lEt®@a), Celeste: Phlebobranchia, Morado:
Stolidobranchia, Rojo: Appendicularia (clase Apgeuaf&ria). Branchiostoma lanceolatum
Branchiostoma floridagAsymmetron lucayanumsymmetron sgy. Epigonichthys maldivensfaeron
utilizados como extragrupos
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3.3.2. Relaciones filogenéticas entre familias delorden

Aplousobranchia

Los resultados del analisis Bayesiano y del métddoMaxima Verosimilitud
empleando secuencias nucleotidicas, no permitiesbablecer una relacion filogenética
clara entre los miembros de las familias del ordgmousobranchia. En el caso de
Inferencia Bayesiana la mayoria de las familiasltason ser parafiléticas, y en el método
de Méaxima Verosimilitud se obtuvieron valores d@ate de rama bajos (valores de
“bootstrap” < 50%). Los resultados obtenidos aipdd secuencias aminoacidicas fueron
similares a los anteriores, ya que el arbol restdtdel método de Maxima Verosimilitud
también presentd valores de “bootstrap” bajos, &riebl obtenido a partir de Inferencia
Bayesiana presentd familias parafiléticas.

Sin embargo, cuando particionamos al gen COIl paldrco obtuvimos mejores
resultados, con valores de soporte de rama elewaddados definidos. El método de
construccion de arboles empleado fue el de InfeaeBayesiana (Fig. 3.4). En el arbol
obtenido, se encontrdé que la familia Polyclinidae fmonofilética y tuvo un soporte de
rama alto (PP= 0,9). Esta familia fue un grupo lerondel clado constituido por la familia
Polycitoridae (parafilética, con un valor de sopode rama moderado, PP= 0,7) y la
familia Pseudodistomidae (monofilética, con una BPA. A su vez, el clado constituido
por las familias Polyclinidae, Polycitoridae y Pdedistomidae, fue un grupo hermano del
clado conformado por las familia Clavelinidae (csiywiembros comparten un ancestro en
comun pero no necesariamente forman un grupo méticd), la familia Didemnidae
(monofilética, con un valor de PP= 1,0), y la famPycnoclavellidae (monofilética, con
una PP= 0,9). Finalmente encontramos que la far@iiidae, la mas basal, aparecio

como un grupo hermano del resto de los aplousobrasi¢PP= 1,0).
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Figura 3.4. Arbol obtenido mediante Inferencia Bayesiana a#itido secuencias nucleotidicas del gen
mitocondrial citocromo oxidasa | (COI) particionadpor codon. Los nimeros que se encuentran
cercanos a los nodos indican las probabilidadeseposes (cuando PP > 50%). Los haplotipos de
Synoicum adareanuise representan con la abreviacién Hap, seguidaloheéro de haplotipo, del sitio
de muestreo y del tipo de morfotipo, D: DecepciB@; Caleta Potter, L45: Low45, L46: Low46, M:
Melchior, P: Palmer, NA: morfotipo naranja-amarile, VA: morfotipo verde-amarillento. Los distintos
colores indican las familias dentro del orden Aplhranchia, Rosado: Polyclinidae, Celeste:
Pseudodistomidae, Verde: Polycitoridae, Morado: ebDididae, Naranja: Clavelinidae, Violeta:
Pycnoclavellidae, Amarillo: CionidaeEpigonichthys maldivensisBranchiostoma lanceolatuny
Asymmetron lucayanufaeron utilizados como extragrupos

99



3.4. Discusion

3.4.1. Andlisis filogenético del subfilo Urochordat/Tunicata

En general, nuestros resultados confirmaron qué&dfsea, tal como se define en
la actualidad, es un grupo parafilético que inclaydhaliacea (Wada 1998; Stach y
Turbeville 2002; Zeng y Swalla 2005). El analisisyBsiano provey6 un soporte de rama
maximo para cada uno de los respectivos grupos filétioms (Aplousobranchia,
Thaliacea, Phlebobranchia y Stolidobranchia), etxcepra Appendicularia, cuyo soporte
de rama fue de PP= 0,6, mientras que el métodoakaa Verosimilitud presentd valores

moderados para dichas relaciones.

Si bien los resultados aqui encontrados no coincadenpletamente con ninguna
de las cuatro hipotesis propuestas para explicegldéeion entre las clases y érdenes de
tunicados, encontramos que nuestros resultadosapaycialmente la tercera hipétesis de
evolucion de los tunicados (Fig. 3.1-c Yokoborigl. 2006; Zeng y col. 2006), donde
Aplousobranchia es grupo hermano de Thaliaceatos @ su vez constituyen un grupo
hermano de Phlebobranchia. Sin embargo, en nuessm encontramos que la relacién
entre Aplousobranchia y Thaliacea se encontré enpgsicibn mas bien terminal, los
flebobranquios en una posicion central, y los ajweialios se encontraron en una
posicion basal. Los aplousobranquios aparecierempsie como el grupo mas derivado.
Estos resultados nos estarian sugiriendo una muasible hipétesis de evolucion de los
tunicados. Resultados similares a los nuestrosfuencontrados por Tsagkogeorga y col.
(2009) y Govindarajan y col. (2011), empleando sacias del gen nuclear 18S rDNA. En
ambos trabajos Thaliacea, Phlebobranchia y Aplaasghia constituyeron un clado,
aunque en el trabajo dgovindarajany col. (2011) Thaliacea fue el grupo hermano del
clado Aplousobranchia + Phlebobranchia, mientras eu el trabajo de Tsagkogeorga y
col. (2009) los tres constituyeron una tricoton8abien, en ambos estudios, la relacion
filogenética exacta de Aplousobranchia con respaictesto de los miembros del clado no
estuvo bien soportada, quedo claro que Ascidiaceaure grupo parafilético, en
concordancia con nuestros resultados en base geties mitocondriales. Govindarajan y
col. (2011) consideraron que un posible motivo gbicual no pudieron establecer la

relacion exacta de los aplousobranquios podriagser algunas de las secuencias de
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aplousobranquios publicadas por Stach y Turbe{@ll®2), que incluyeron en sus andlisis,
podrian representar a contaminantes microbianokofi y col. 2006).

Por otro lado, al igual que Moreno y Rocha (2008)pudimos confirmar el clado
Enterogona (en el sentido de Garstang 1928; agdapam Aplousobranchia con
Phlebobranchia), pero si descartar la primeragdarsda y la cuarta hipotesis de evolucion
de los tunicados (Fig. 3.1-a, 3.1-b, 3.1-d).

3.4.2. Relaciones filogenéticas entre familias delorden

Aplousobranchia

En nuestro trabajo, el orden Aplousobranchia “sem&tt (1969, 1990, 1992,
2001) representado por seis familias, fue monafdétencontrdndose ambas especies de
Cionaen la base del grupo (Fig. 3.2 y 3.3), a pesajugetradicionalment€iona ha sido
considerada como un género del orden Phlebobrafithida 3.2; Van Name 1945; Millar
1966; Monniot y Monniot 1972). La inclusion @ona junto con otros géneros dentro de
Aplousobranchia fue propuesto por Kott (1969, 199992, 2001), apoyado por los
estudios de Hawkins y col. (1983) quienes observgueCiona RhopalaeaDiazonay
Tylobranchion presentan el mismo estado de oxidacion del van@did que los
aplousobranquios. Estudios basados en secuenciaglgs del gen COIl sugirieron
también una relacion cercana en@mnay Aplousobranchia (Turon y Lépez-Legentil
2004).

La mayoria de las relaciones entre las especiesrodete Aplousobranchia
sugirieron grupos monofiléticos con altos valores shporte de ramas (con la Unica
excepcion de Clavelinidae) que pueden ser usadasopganizar la disposicion del nivel
de familias de este orden (Fig. 3.4). A pesar de gun un comienzo las secuencias
nucleotidicas y secuencias aminoacidicas emplgaataseste analisis no nos permitieron
establecer una relacion filogenética clara enteenvembros de las familias del orden
Aplousobranchia, la particion por codon del gen GDInos lo permitid. Por ello, a
diferencia de estudios previos como el de Turon Opez-Legentil (2004), quienes
obtuvieron familias parafiléticas (Polyclinidae plfitoridae) y valores de soporte de
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rama moderados, y los trabajos de Stach y Turlee{@2l002) y de Tsagkogeorga y col.
(2009), que emplearon pocos representantes detatials del orden Aplousobranchia,
nuestros estudios permitieron obtener una mejarxapacion de las posibles relaciones

filogenéticas existentes entre las familias ded&a@ste orden.

En nuestro analisis, las especies de la familiam&gtavellidae formaron un clado
monofilético y constituyeron el grupo hermano deavElinidae, lo cual apoya la
clasificacion efectuada por Kott (1990). Esta autdefinio a la familia Pycnoclavellidae y
la separ6 de Clavelinidae segun el patron de hdstacdivision abdominal en
Pycnoclavellidae versus brotacion estolonica teaman Clavelinidae (Kott 1990). Al
igual que en el trabajo de Turon y col. (2003), éaspecies déudistomaestuvieron
cercanamente relacionadas con las del gédpseadodistomaapoyando las observaciones
efectuadas por Millar (1966) y Kott (1992), quienssstuvieron que ambos géneros
estaban relacionados ya que presentaban tresléilastigmas branquiales, con la primera
fila desviada en sentido anterior. En nuestro aisalia familia Polycitoridae redefinida por
Kott (1990) fue parafilética, ya que los miembresEdidistomaestuvieron cercanamente
relacionados con los representantes de la fam#i@udbdistomidae, al compartir un

ancestro en comun.

Turon y col. (2003) encontraron que la familia Didedae, representada en su
trabajo sélo por dos especies de los génBiptosomay Polysyncraton se ramificaron
luego de Cionidae, cerca de la base de los aploarsglios. Sin embargo, nuestros
resultados mostraron que Didemnidae, aqui reprd&npor ocho especies y cuatro
géneros (cuatro correspondieron al géreqbosoma una al géner®@idemnum una al
géneroTrididemnumy dos al génertissoclinum, estuvo mas cercanamente relacionada
con la familia Clavelinidae. Ademas, en nuestrtvdja, Didemnidae se caracteriz6 por
presentar una longitud de rama muy larga, tal cemba reportado en trabajos previos.
Yokobori y col. (2006) y Tsagkogeorga y col. (2008 sugerido que esto podria deberse
a que las secuencias del gen COI de los didémneladucionarian a tasas
extremadamente altas, produciendo ramas consideraebte largas en los arboles

filogenéticos inferidos.
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A diferencia de los resultados encontrados enndéfisas de Turon y col. (2003), la
inclusion de tres géneros y seis especies de ldidaRolyclinidae permiti6 una mejor
resolucion de las relaciones filogenéticas existephtre los organismos de dicha familia.
Turon y col. (2003) utilizaron seis especies dabegé Aplidium, que se ensamblaron
mayormente de manera parafilética. Por otro ladorelo y Rocha (2008), utilizando
datos morfologicos encontraron gé@lidium se encontraba en una rama aislada en el
cladograma, por lo que propusieron la designac@aoréa nueva familia para incluir a las
especies de este género, denominada Aplidiidae.e®inargo, nuestros resultados no
justificarian esta nueva clasificacion, ya que da@ynoicum+ Amorocium+ Aplidium

(fam. Polyclinidae segun otros autores, ver Tal#tq @&nformaron un mismo clado.

Por ultimo, los miembros de la familia Cionidaecaeacterizaron por presentar una
posicion cercana al resto de los aplousobranqumad grupos hermanos) al igual que los
resultados obtenidos por Turon y LoOpez-LegentilO®B0 apoyando la clasificacion
propuesta por Kott (1969), en la que la familiar@lae se encuentra dentro del orden

Aplousobranchia.
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CAPITULO 4:
ESTUDIO DE POSIBLES

ENDOSIMBIONTES DE SYNOICUM
ADAREANUM
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4.1. Introduccidn

Los organismos sésiles como las esponjas, coralesscydias, entre otros
invertebrados marinos, dependen en gran medida pgeduccion de productos quimicos
como una forma de defensa contra enemigos natu(etempetidores, depredadores;
Taylor y col. 2007) Se han propuesto diversos papeles ecoldgicosegtva compuestos,
incluyendo la defensa contra los depredaddesviik y col. 1995; Chanas y col. 1997;
Becerro y col. 2003 los competidoresT{ron y col. 1996; Thacker y col. 1998; Engel y
Pawlik 2000, organismos incrustantesS€ars y col. 1990; Willemsen 1994y los
microbios Becerro y col. 1994; Newbold y col. 199Ehakur y col. 2003)Hasta la fecha
se han descripto por lo menos 200 metabolitos secio¥ diferentes a partir de
organismos Antarticos (Amsler y col. 2001). A sa,ves probable que estos compuestos
bioactivos sean utilizados por las especies Agasten una gran variedad de funciones ya
que son importantes en la estructuracion de lagaotiones tanto a nivel individual,
poblacional y de comunidad (McClintock y Baker 199%998). Hoy en dia se sabe que

algunos de estos compuestos son producidos parizacsimbiontes (Piel 2006).

Las asociaciones entre las bacterias y los invexdels se extienden en un rango
gue va desde una simbiosis obligada y persisteag®@aciones ocasionales y transitorias
(Hentschel y col. 2002; Taylory col. 2005; Enticgrga col. 2006). En algunas de estas
relaciones se ha demostrado que las bacterias gmodocompuestos y/o metabolitos
secundarios que son de gran utilidad para losrimfes. Existen bacterias que producen
enzimas hidroliticas extracelulares que estan uorablas en la degradacion de sustratos
organicos complejos, facilitdndole numerosos noteie al hospedador. Un ejemplo de esta
relacion esta dada por bacterias aerobicas y heifcas del géner&ndozoicomonay el
gusano de aguas profund@sedax (Goffredi y col. 2007). Quévrain y col. (2009)
encontraron que bacterias marinas del gémdicrobulbifer asociadas con la esponja
Leuconia niveason capaces de generar parabenos naturales. @mas@h que estos

parabenos podrian estar involucrados en las imierses entre las bacterias asociadas

2 Compuestos quimicos sintetizados por el organigm® no tienen un rol directo en la reproduccién o
crecimiento del mismo. intervienen en las interaes ecoldgicas entre el organismo y su ambiente
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dentro de su anfitrion y/o podrian contribuir erd&fensa quimica de las esponjas. Entre
los productos naturales bioactivos (Blunt y col.020 generados por invertebrados
marinos, se encuentra una gran variedad de congsuesh propiedades contra el cancer,
algunos de los cuales son utilizados en ensayogadi o preclinicos (Salomon y col.
2004). A partir del tunicado Antartic8. adareanumpor ejemplo, se han aislado y
caracterizado varias clases de compuestos conidactivcitotoxica, incluyendo los
Ecdisteroides y Poliquétidos de tipo Macrdliday@abalanage y col. 200@iyata y col.
2007; Riesenfeld y col. 20D8

Los Ecdisteroides, identificados originalmente cormormonas de muda de
artropodos, han sido encontrados en una gran wearidd plantas y animales (Lafont y
Horn 1989; Lafont y Mathieu 2007). Se cree que as plantas, los Ecdisteroides
desempeian un papel de agente protector contiasestos fitdfagos, ya que se sabe que
poseen actividades insecticid&ama y Lafont 1995Adler y Grebenok 1999). A su vez,
se ha demostrado queroducen efectos fisioldgicos y farmacolégicos e Vertebrados
(Bathori 2002).Aunque los Ecdisteroides son metabolitos que tamégtan presentes en
los invertebrados marinos (Kerr y Baker 1991), @nero de estos compuestos que ha
logrado ser aislado a partir de estos organismoselasivamente pequefio (Lafont y
Mathieu 2007). Sin embargo, los pocos Ecdisteroidasnos reportados, se encuentran
expandidos en un amplio rango taxondmico, inclugerdponjas (Aiello y col. 1991;
Costantino y col. 2000), corales (Su y col. 198bdibranquios (Williams y col. 1986), etc.
Diyabalanage y col. (2006) aislaron del tunic&l@dareanunel Ecdisteroide Diaulusterol
B. A su vez, Miyata y col. (2007) también aislarda S. adareanumcinco nuevos
Ecdisteroides (Hyousterones A, B, C, D y Abeohyenste). La flora bentdnica y la fauna
de invertebrados en las comunidades de la PeniAsuéatica Occidental al parecer son
depredadas por crustaceos, especialmente por dosipgn consecuencia, se cree que los
Ecdisteroides generados @radareanunpodrian funcionar como defensa quimica contra

los crustaceos predadores (Miyata y col. 2007).

Dentro de los Poliquétidos (compuestos fendlicasvddos de acetatos) de tipo
Macrolido, se encuentra el Palmerdlido A, el @glin producto natural que posee notables
propiedades bioldgicas, incluyendo una actividdecsea y potente contra la linea celular

de cancer de melanoma UACC-62 (Nicolaou y col. 20@fimariamente, posee una
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potente accién inhibidora de ciertas bombas deopest como la ATPasa vacuolar (V-
ATPasa;Xie y col. 2004; Diyabalanage y col. 2006; Jiango}. 2007).Recientemente
Noguez y col. (2011) han aislado 8e adareanuntuatro nuevos Macrolidos bioactivos
(Palmerdlidos D, E, F y G), los cuales estan estneente relacionados con el Palmerdlido
A. Riesenfeld y col. (2008) hipotetizaron que ladbntesis del Palmerdélido A se produce
por una via hibrida poliquétido sintetasa (PKSntesasa peptidica no ribosomal (NRPS)
en las bacterias que viven en asociacion $oadareanumA su vez, las observaciones
microscopicas que realizaron, revelaron una depsaucidad microbiana dentro d&
adareanum Las clases Alfa y Gamma de proteobacterias reptaon aproximadamente
el 75% de los genes 16S ARNr aislados, y la maydeiaestas secuencias estuvieron
relacionadas con los géner@seudovibrioy Microbulbifer. EI 25% restante estuvo
representando por bacterias de las clases Betapemteria, Flavobacteria y
Actinobacteria, y del filo Verrucomicrobia. Realiaa una busqueda “Blast” en el Banco
de Genes y encontraron que las bacterias asoced&s adareanumestuvieron mas
estrechamente relacionadas con bacterias de loerm@ed marinos, incluyendo bacterias
que se sabe que asocian con tunicados y esponjdsert Riesenfeld y col. (2008)
identificaron las comunidades bacterianas asocia®&asadareanupno tuvieron en cuenta
cual seria la funcion de cada una de las bactelimificadas en relacion a su asociacion

conS. adareanum

El ARNr 16S es la macromolécula mas ampliamentbzadia en estudios de
filogenia y taxonomia bacterianas (Brinkmeyer y. @003; Rodicio y Mendoza 2004;
Taylor y col. 2007; Riesenfeld y col. 2008). Preaenna serie de caracteristicas que
hicieron que Woese (1987) la considerara como ondtnetro molecular definitivo: Se
trata de una molécula muy antigua, presente ers tadabacterias actuales. Su estructura y
funcién han permanecido constantes durante un tieprplongado, de modo que las
alteraciones en la secuencia reflejan probablemeatebios aleatorios. Los cambios
ocurren de manera suficientemente lenta, como g@oaar informacion acerca de todos
los procariotas. El tamafo relativamente largoae ARNr 16S (1500 nt) minimiza las
fluctuaciones estadisticas (Rodicio y Mendoza 20B#gen 16S ha sido empleado en el

estudio de comunidades bacterianas de la Ant§Sidal y col. 2005; Aislabie y col. 2006;
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Aislabie y col. 2008-a; Aislabie y col. 2008-b),neo asi también en el estudio de
comunidades bacterianas en organismos marinos (Mocal. 2005).

Objetivo que se abordara en el capitulo:

» Caracterizar la presencia de posibles endosimisagelos dos morfotipos

deS. adareanunatilizando el gen 16S como marcador molecular

4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Extraccion de ADN, amplificacion y secuenaién

Se trabajo con el ADN gendmico ya extraido de jemplares de5. adareanum
estudiados en el Capitulo 2. Se utilizaron dosaegtones por morfotipo y localidad

geografica muestreada (un total de 16 extracciones)

Con el objetivo de evaluar la posible presenciaidaobacterias endosimbibticas
en asociacion co8. adareanupse amplificd por PCR el gen ribosomal 16S, wilido el
set de cebadores especificos de cianobacteriaS 2YGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’

y 809R 5-GCTTCGGCACGGCTCGGGTCGATA-3’ (Jungblut g1c2005).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en voksram5(0l. Ademas de incluir
el ADN molde de cada ejemplary{lde ADN sin diluir), cada reaccion de PCR incluyo
5ul del “buffer” 10x de reaccién [750mM Tris-HCI pH,&8 200mM (NH),SO;, 0,1%
Tween-20], 2,4l MgCl, 25mM, 0,75l de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP; stock
20mM), 1,5 de cada cebador (stock 10mM), d,8e la Tag ADN Polimerasa (stock 5 U/
uL; “Thermo Scientific’ EP0402, Brasil) y ddB® para completar el volumen final. Las
amplificaciones se llevaron a cabo en un termodwiaPx2, “Thermo ELECTRON
CORPORATION”, con un programa de ciclado consigtamt: 4 min a 94°C, 30 ciclos de
desnaturalizaciéon a 94°C por 20 seg, union deldmba 50°C por 30 seg, y extension a
72°C por 50 seg, seguidos de un post-tratamientd aen a 72°C, y un enfriamiento a

4°C). En cada reaccion de PCR incluimos un contegativo para detectar posible
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contaminacion. Debido a que no se lograron amplifanes exitosas con la reaccién de
amplificacion anteriormente descripta, se hicienmodificaciones en la misma: se
probaron distintas concentraciones de ADN (0,5l Soncentraciones de Mg{(2,5 a
4ul), se vario el nimero de ciclos de reaccion (2B4p y la temperatura de union del
cebador (45 a 55°C).

Por otro lado, para evaluar la presencia de otrosibjes endosimbiontes
bacterianos e8. adareanumse utilizd un segundo set de cebadores parandiilggsomal
16S, PB36 5-AGRGTTTGATCMTGGCTCAG-3' y PB38 5'-
GKTACCTTGTTACGACTT-3' correspondientes a las pasigs 8-27 y 1492-1509 de
Escherichia coli(Brosius y col. 1981). Las reacciones de PCR sats a cabo en
volumenes de 50. Ademas de incluir el ADN molde de cada ejemliad de ADN sin
diluir), cada reaccion de PCR incluygl3lel “buffer” 10x de reaccion [750mM Tris-HCI
pH 8,8, 200mM (NH),SO,, 0,1% Tween-20], & MgCl, 25mM, 0,79l de cada dNTP
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP; stock 20mM), [l sle cada cebador (stock 10mM), @,8e
la Taqg ADN Polimerasa (stock 5 WL; “Thermo Scientific” EP0402, Brasil) y dd@
para completar el volumen final. Las amplificaci®nee llevaron a cabo en un
termociclador Px2, “Thermo ELECTRON CORPORATION'hcel siguiente programa de
amplificacion: 2 min a 94°C, 30 ciclos de: desnaimacion a 94°C por 45 seg, union del
cebador a 55°C por 30 seq, y extension a 72°C @pae§, seguido de un post-tratamiento
de 7 min a 72°C, y un enfriamiento a 4°C. En cadecion de PCR incluimos un control

negativo para detectar posible contaminacion.

Los productos de amplificacion se separaron megliatgctroforesis en geles de
agarosa (1% P/V en “buffer” TBE 0,5x con 0,Q85nl de bromuro de etidio) a un voltaje
constante de 100V durante 2 horas, se visualiZzaagnUV y se fotografiaron. Luego, los
productos de PCR fueron purificados y secuencigams “Macrogen” Inc. (Corea),
empleando los mismos cebadores que se utilizananlpaeaccion de PCR. Con el fin de
descartar la amplificacion de secuencias que naoseespondieran con bacterias, se
secuenciaron ambas hebras y se compararon coms&sidel Banco de Genes utilizando
la herramienta de busqueda “Blast”. Las secuens@sanalizaron con el programa
CHROMAS version 2.23 (McCarthy 1998) y fueron ed#sa manualmente.

Posteriormente, se alinearon utilizando el prograMieGA version 5 (Tamura y col.
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2011). Una vez realizado el alineamiento, las sextas de todos los individuos se

colapsaron en haplotipos.

4.2.2. Analisis de datos

Los haplotipos obtenidos a partir del gen ribosof@® se compararon con las
secuencias depositadas en el Banco de Genesamtditizla herramienta de busqueda
“Blast”. Ademés, los haplotipos obtenidos se ineleyn en un arbol filogenético
construido utilizando secuencias de bacterias gneente aisladas d8. adareanum
bacterias aisladas de otros invertebrados maripdsacterias presentes en ambientes
marinos con el objetivo de inferir su ubicacion da&mica. Este andlisis se realizo
empleando secuencias nucleotidicas. Aplicamos diedos de construccion de arboles,
uno basado en Inferencia Bayesiana y el otro eniv@¥erosimilitud. En los andlisis
incluimos 40 individuos con sus respectivas sedasnde los cuales 24 representaron al
filo Proteobacteria (10 la claseGammaproteobacteria, 10 a la clase Alfaproteohacyer
4 a la clase Betaproteobacteria), 8 al filo Badtites, 2 al filo Actinobateria, y 6 al filo
Verrucomicrobia Dentro de los 40 individuos, también incluimosl@nes de bacterias no
cultivables aisladas d8. adareanunpor Riesenfeld y col. (2008), a pesar de que no
indicaron la coloracibn o morfotipo de las colonide S. adareanumcon las que
trabajaron. Por ultimo, incorporamos 3 extragrupagiifex aeolicusAquifex pyrophiluy
Thermus thermophilusLas secuencias para este estudio fueron tomazlaBathco de
Genes (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Especies y Clones utilizados para los estudios
filogenéticos, con sus respectivos nimeros de acaleBanco de

Genes
ESPECIE / CLON N° ACCESO
Endozoicomonas elysicoMKT110 NR_041264.1
Endozoicomonas sgz289 HE818335.1
Microbulbifer sp A4B17 AB243106.1
Microbulbifer cystodytense AJ620879.1
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ESPECIE / CLON N° ACCESO
Clon Tun3b.A10 FJ169190.1
Gammaproteobacteria marina HTCC21 AY386333.1
Clon Tun3b.B6 FJ169197.1
Clon Tun3b.F5 FJ169216.1
Pseudomonas fluorescensSM3457 JF423119.1
Pseudomonas sp. AY277555.1
Litoreibacter meonggevlAl-1 JNO021667.1
Clon JSS_12_567 JQ256805.1
Alfaproteobacteria clon L38 DQ860068.1
Alfaproteobacteria clon L48 DQ860067.1
Clon Tun3b.E2 FJ169210.1
Alfaproteobacteria HRG2 AY372909.1
Pseudovibrio spMKT94 AB112827.1
Alfaproteobacteria MBIC3368 AF218241.1
Clon Tun3b.Al11 FJ169191.1
Clon Tun3b.D6 FJ169206.1
Clon SSW84Ap EU592359.1
Clon 87 TOh-oil FM242253.1
Clon Tun3b.G11 FJ169217.1
Nitrosomonas sBF16c57 AF386746.1
Clon B276_B9 EF092242.1
Clon C319a-R8C-Al AY678503.1
Tenacibaculum maritimum AB078057.1
Polaribacter spArctic97A-15 AF354620.1
Clon Tun3b.A1 FJ169189.1
Reichenbachia agariperforans AB058919.1
Clon Tun3b.D1 FJ169200.1
Clon Tun3b.B4 FJ169196.1
Clon Tun3b.H11 FJ169219.1
Clon NH10_01 DQ372838.1
Clon Tun3b.F1 FJ169213.1
Clon Tun3b.A3 FJ169192.1
Clon I11ANG45 AJ633978.1
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ESPECIE / CLON N° ACCESO
Diplosphaera colitermitunTAV2 AY587232.1
Clon HG-B02178 JN409238.1
Methylacidiphilum infernorunv4 NR_074583.1
Aquifex aeolicu&/F5 NR_075056.1
Aquifex pyrophilukol5a NR_029172.1
Thermus thermophiludB38 NR_037066.1

Tabla 4.1, continuacion

4.3. Resultados

4.3.1. Andlisis de datos

A pesar de las diversas variaciones efectuadas e@atciones de amplificacion
para evaluar la presencia de cianobacterias enbugioas en asociacién cof.
adareanumno logramos obtener amplificacion alguna cone¢lde cebadores especifico

para estos organismos.

Por otro lado, a partir del segundo set de cebadatdizados, logramos la
amplificacion de un total de 16 secuencias parajesl ribosomal 16S (16S ARNTr)
obtenidas de seis poblaciones de la region Angartia longitud final del fragmento luego
del alineamiento fue de 1218 pares de bases (Fig, #eniendo en cuenta los gaps
originados en el alineamiento. Se obtuvo un totald haplotipos (Tabla 4.2), dos de los
cuales fueron compartidos entre miembros del misrodotipo y localidad (Hap Il y Hap
V).
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Figura 4.1. Fotografia de una electroforesis en gel de agadeta
fragmento de 1218 pb amplificado por PCR del genNARG6S
bacteriano (calles 1-7). En la calle 7 no se obtwplificacion; control
negativo C(-); marcador de 100 pares de bases (M)

Tabla 4.2.Individuos, morfotipos y localidades de las colsnieS. adareanuna partir de las cuales fueron

secuenciadas las bacterias aqui estudiadas. Lastipap identificados, secuencias vecinas mas nas;dilo
o clase de la secuencia vecina mas cercana y emaje de identidad de las secuencias de 16S ARNas
bacterias asociadasSa adareanumVA: morfotipo verde-amarillento, NA: naranja-arfiento. L46: Low46,
L45: Low45, D: Decepcion, PC: Caleta Potter, M: &hedr, P: Palmer

Individuo

Morfotipo

Localidad

Haplotipo

Secuencia vecina
mas cercana

Filo o Clase de la
secuencia vecina
mas cercana

% de
identidad

92

VA

L46

Hap |

Endozoicomonas
spEz289 partial 16S
rRNA gene, isolate
Ez289.AB196667.1

Gammaproteobacteri

97%

94

VA

L46

Hap Il

Endozoicomonas sp
Ez289 partial 16S
rRNA gene, isolate

Ez289.AB196667.1

Gammaproteobacteri

97%

142

VA

L45

Hap IlI

Endozoicomonas sp
Ez289 partial 16S
rRNA gene, isolate
Ez289.AB196667.1

Gammaproteobacteri

97%

147

VA

L45

Hap Il

Endozoicomonas sp
Ez289 partial 16S
rRNA gene, isolate

Ez289.
AB196667.1

Gammaproteobacteri

97%

157

NA

L45

Hap IV

Litoreibacter

meonggestrain

Alfaproteobacteria

97%
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Individuo

Morfotipo

Localidad

Haplotipo

Secuencia vecina
mas cercana

Filo o Clase de la
secuencia vecina
MAas cercana

% de
identidad

MA1-1 16S
ribosomal RNA,
partial sequence.

JN021667.1

159

NA

L45

Hap IV

Litoreibacter
meonggestrain

MA1-1 16S
ribosomal RNA,
partial sequence.

JN021667.1

Alfaproteobacteria

97%

46

NA

Hap V

Litoreibacter
meonggestrain

MA1-1 16S
ribosomal RNA,
partial sequence.

JN021667.1

Alfaproteobacteria

96%

47

NA

Hap VI

Litoreibacter
meonggestrain

MA1-1 16S
ribosomal RNA,
partial sequence.

JN021667.1

Alfaproteobacteria

96%

114

NA

L46

Hap VII

Litoreibacter
meonggestrain

MA1-1 16S
ribosomal RNA,
partial sequence.

JN021667.1

Alfaproteobacteria

97%

118

NA

L46

Hap VIII

Litoreibacter
meonggestrain

MA1-1 16S
ribosomal RNA,
partial sequence.

JN021667.1

Alfaproteobacteria

97%

NA

PC

Hap IX

Uncultured bacteriun
clone SSW84Ap 16S
ribosomal RNA gene
partial sequence.
EU592359.1

Betaproteobacteria

93%

NA

PC

Hap X

Uncultured bacteriun
clone SSW84Ap 16S
ribosomal RNA gene
partial sequence.
EU592359.1

Betaproteobacteria

93%

Mel-1

NA

Hap XI

Uncultured
Flavobacteriaceae
bacterium clone
B276_B9 16S
ribosomal RNA gene
partial sequence.
EF092242.1

Bacteroidetes

95%

Mel-2

NA

Hap Xl

Uncultured
Flavobacteriaceae
bacterium clone
B276_B9 16S
ribosomal RNA gene
partial sequence.
EF092242.1

Bacteroidetes

95%
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Individuo | Morfotipo | Localidad | Haplotipo | Secuencia vecina | Filo o Clase de la | % de

mas cercana secuencia vecina | identidad
MAas cercana
Pal-1 NA P Hap Xl Uncultured bacteriun] ~ Verrucomicrobia 99%

clone Tun3b.F1 16S
ribosomal RNA gene
partial sequence.
FJ169213.1

Pal-2 NA P Hap XIV | Uncultured bacteriun|f  Verrucomicrobia 99%
clone Tun3b.F1 16S
ribosomal RNA gene
partial sequence.
FJ169213.1

Tabla 4.2, continuacion

Luego de realizar una busqueda con la herramiditst” en el Banco de Genes,
encontramos que el 75% de las secuencias obtesideste estudio presentd un porcentaje
de identidad elevado con el filo Proteobacteriatredel cual el 37,5% se relaciond con la
clase Alfaproteobacteria, el 25% con la clase Gapnataobacteria y el 12,5% con la clase
Betaproteobacteria. Del 25% restante, el 12,5%rsmil con el filo Bacteroidetes (clase

Flavobacteria y Cytophagia) y el 12,5% con el Yierrucomicrobia.

Por otro lado, la busqueda “Blast” revel6 que lastérias asociadas a los dos
morfotipos deS. adareanunpresentaron una similitud de secuencia elevadéaoterias
presentes en ambientes marinos, incluyendo aquellasse sabe que se encuentran
asociadas a tunicados y esponjas, entre otrostétwados marinos. A su vez, varios
miembros de la comunidad microbiana de los ejerapldeS. adareanunanalizados en
este trabajo se vincularon con cepas bacteriamaej@mploEndozoicomonas elysicola
Litoreibacter meongggique ya han sido aisladas y caracterizadas efvazlpuros.
Mientras que las bacterias asociada$S.aadareanungue se relacionaron con linajes

representados principalmente por secuencias amaldenfueron escasas (Tabla 4.2).

Los resultados obtenidos a partir de los métodoMéeima Verosimilitud y de
Inferencia Bayesiana mostraron que las bacter@sadas cors. adareanunse agruparon
en seis clados diferentes, todos con soportesne efevados (Fig. 4.2).

El clado A (Fig. 4.2, color rosado), representadw pacterias de la clase
Gammaproteobacteria, estuvo soportado por valoessaporte de rama elevados

(Probabilidad Posterior= 1 y “bootstrap”™= 97%). d&stado consiste en dos subclados. En
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uno de ellos se encuentran las bacterias asoceldasorfo verde amarillento d&.
adareanum correspondientes a las localidades de Low45 ydéogHap |, Hap Il y Hap
[l 'y miembros del género Endozoicomonas (Endozoicomonas elysicolay
Endozoicomonas gp que suelen encontrarse en asociacion con ehados marinos
(Zielinski y col. 2009; Jensen y col. 2010), fororaun subclado sostenido por valores de
soporte de rama elevados (PP= 1y “bootstrap”= J0&8wtro subclado, que presentd un
soporte de rama moderado (PP= 0,9 y "bootstrap”%)58stuvo conformado por
microorganismos asociados a invertebrados marines g@enero Microbulbifer
(Microbulbifer sp.y Microbulbifer cystodytensd®eng y col. 2006; Quévrain y col. 2009),
dos miembros del géneRseudomona$seudomonas sg.Pseudomonas fluorescemngie
suelen asociarse a esponjas (Santos y col. 20d8)Gammaprotebacteria (HTCC2143)
hallada en ambientes marinos (Cho y Giovannoni R094tres clones (Tun3b.A10,
Tun3b.B6 y Tun3b.F5) de bacterias no cultivablexiaslas &. adareanunpreviamente
descriptas por Riesenfeld y col. (2008).
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Hap I L46- VA
”gg““ Hap Il L4G-VA
1400 Il L45-VA
En lozoicomonas elysicola
Endozoicomonas sp.
Hm Microbulbifer sp.
197 11001 Microbulbifer cystodytense
Clon Tun3b.A10
Gamma-proteobacteria marina HTCC2143
Clon Tun3b.B6
Clon Tun3b.F5
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas sp. Ha

IV L45-NA
VD-NA
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1100]
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Figura 4.2. Arbol filogenético obtenido a partir de secuenciasleotidicas del gen ribosomal 16S. Los
valores que se encuentran cercanos a los nod@nmtelele la barra, representan las probabilidades
posteriores > 50% resultantes del analisis Bayesigraquellos que se encuentra detras de la barra,
indican los valores de “bootstrap” > 50% obtenidted andlisis de Maxima Verosimilitud. Los
haplotipos de las bacterias asociadas $gmoicum adareanulse representan con la abreviacion Hap,
seguida del nimero de haplotipo, del sitio de nmmeesy del morfotipo, D: Decepcion, PC: Caleta
Potter, L45: Low45, L46: Low46, M: Melchior, P: ar, NA: morfotipo naranja-amarillento, VA:
morfotipo verde-amarillento. Los distintos cololiadican diferentes clados: Rosado: clado A (clase
Gammaproteobacteria), Verde: clado B (clase Alfsgmioacteria), Azul: clado C (clase
Betaproteobacteria), Celeste: clado filo( Bacteroidetes), Negro: clado E (filo Actinoleda),
Morado: clado F (filo Verrucomicrobial.-hermus thermophilyg\quifex aeolicuy Aquifex pyrophilus
fueron utilizados como extragrupos
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El clado B (Fig. 4.2, color verde), conformado poacterias de la clase
Alfaproteobacteria, estuvo soportado por valores stgorte de rama elevados
(Probabilidad Posterior= 1 y “bootstrap”= 100%).nde de este clado encontramos tres
subclados. Las bacterias asociadas con el morfanjaaamarillento de5. adareanum
correspondientes a las localidades de Low45, Lowf&cepcion (Hap IV, Hap V, Hap
VI, Hap VII y Hap VIII), la especid.itoreibacter meonggeique ha sido encontrada y
aislada previamente de la ascitlialocynthia roretzi(Kim y col. 2009; Kim y col. 2012),

y un clon (JSS_12 567) de una bacteria no cultevglblke suele encontrarse en ambientes
marinos (Lenk y col. 2012), formaron uno, asociamlootro subgrupo que estuvo
conformado por dos clones de bacterias no culttgabkociadas al tunicadtystodytes
dellechiajei(L38 y L48; Martinez-Garcia y col. 2007) y el cldon3b.E2 de bacterias no
cultivables asociadas& adareanun(Riesenfeld y col. 2008). Ambos subgrupos, a fu ve
se relacionaron con otro subclado que estuvo coitkti por dos clones de bacterias no
cultivables asociadas & adareanun{Tun3b.D6 y Tun3b.All; Riesenfeld y col. 2008),
dos Alfaproteobacterias (MBIC3368 y HRG?2) aisladadas esponjasplysina aerophoba

y Rhabdastrella globostellattHentschel y col. 2001; Lafi y col. 2005) y un miaro del
género Pseudovibrio Los integrantes de este género generalmente gaaascon
invertebrados marinos, incluyendo tunicados (Fuganacol. 2006; Sertan-de Guzman y
col. 2007; Riesenfeld y col. 2008), esponjas (Hdmky col. 2001; Lafi y col. 2005;
Enticknap y col. 2006; Wichels y col. 2006; O’'Ha#a y col. 2011; O’Halloran y col.
2013) y corales (Koren y Rosenberg 2006; Radjasal.y2007), aunque varios estudios
también han reportado la presencia de estas kmctariel mar (Shieh y col. 2004; Agogué
y col. 2005; Hosoya y Yokota 2007). La relacion renambos subclados estuvo

fuertemente soportada (PP= 1y “bootstrap”= 100%).

El clado C (Fig. 4.2, color azul), constituido pdacterias de la clase
Betaproteobacteria, estuvo soportado por valoredgerte de rama moderados (PP=0,9y
“bootstrap”= 70%). Este clado estuvo conformado gms secuencias de 16S de bacterias
asociadas al morfo naranja-amarillentoSleadareanunde la localidad de Caleta Potter
(Hap IX y Hap X), junto con el clon SSW84Ap de wateria no cultivable presente en
ambientes marinos (Dillon y col. 2009) y el clonh¥@il de una proteobacteria no

cultivable también presente en ambientes marinas¢e y col. 2010) (PP= 1 y
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“bootstrap”™= 97%). Este subclado, a su vez, fue gnapo hermano del subclado
constituido por el clon Tun3b.G11 de bacteriasuitvables deS. adareanunfRiesenfeld

y col. 2008) y un miembro de la espedigrosomonas sp el cual ha sido aislado y
detectado a partir de aguas superficiales y demssdos de los sistemas marinos
(Purkhold y col. 2003; O'Mullan y Ward 2005; Wardagf. 2007).

El clado D (Fig. 4.2, color celeste), representgor bacterias del filo
Bacteroidetes, estuvo soportado por valores derwom® rama maximos (PP= 1y
“bootstrap”™= 100%). Este clado estuvo conformado goclon C319a-R8C-Al de una
bacteria no cultivable aislada de sedimentos deagets (Nielsen y col. 2004), el clon
B276 B9 de una bacteria no cultivable asociada asf@onjaAxinella corrugata(sin
publicar), un miembro de la espedienacibaculum maritimunta cual ha sido encontrada
en erizos de mar (Tajima y col. 1997; Balakirev gl. 2008) como asi también en
numerosos teledsteos marinos (Bernardet y col. ;188peda y Santos 2002; Toranzo y
col. 2005; El-Galil y Hashem 2012), un miembroRitgaribacter sp.no cultivable aislado
del bacterioplancton del Océano Artideo(aribacter Arctic97A-15; Bano y Hollibaugh
2002), un clon (Tun3b.Al) de bacterias no cultieablasociadas &. adareanum
(Riesenfeld y col. 2008) y un miembro de la espdRechenbachia agariperforans
(Nedashkovskaya y col. 2003), el cual ha sido dislde una muestra de agua marina
recolectada en la Bahia Amursky del Golfo de Pesr&rye, en el mar del Japdn.
Mientras que el otro subclado estuvo constituidolp® clones Tun3b.D1 y Tun3b.B4 de
bacterias no cultivables asociadaS. adareanunfRiesenfeld y col. 2008). Dos secuencias
del gen 16S obtenidas de dos bacterias aisladasnddb naranja-amarillento d8.
adareanunde la localidad de Melchior (Hap XI y Hap XIlI) saieron en la base de este

clado.

El clado E (Fig. 4.2, color negro), presentd urovahaximo de soporte de rama
tanto en el analisis Bayesiano como en el de Maxierasimilitud (PP= 1y “bootstrap”=
100%), y estuvo conformado por un miembro del Aidinobacteria (el clon NH10_01 de
una bacteria no cultivable aislada del Océano Raddriental; Morris y col. 2006) y por
el clon Tun3b.H11 de bacterias no cultivables astas &. adareanun(Riesenfeld y col.

2008). Ninguna de las secuencias descriptas eftralsggo se asocio a este grupo.

119



El clado F (Fig. 4.2, color morado), conformado pbacterias del filo
Verrucomicrobia, estuvo soportado por valores daode de rama elevados (PP= 1y
“bootstrap”™= 95%). Dentro de este clado se agrupatos secuencias del gen 16S
obtenidas de dos bacterias aisladas del morfo jaaaamarillento deS. adareanunde la
localidad de Palmer (Hap Xlll y Hap XIV), estrecheme asociadas a dos clones
(Tun3b.F1 y Tun3b.A3) de bacterias no cultivablesceadas &. adareanuniRiesenfeld
y col. 2008), el clon ILANG45 de una bacteria ntiicable que fue aislada del interior de
las glandulas accesorias nidamentales del calddnasepius pygmaeugichon y col.
2005), un integrante de la cepa TAV2 de la espempésphaera colitermitumla cual ha
sido encontrada en el interior de los intestinos telenitas comedoras de madera
(Stevenson y col. 2004), el clon HG-B02178 de wactdria no cultivable encontrada en el
suelo de la rizosfera de pepinos (sin publicarhyntegrante de la cepa V4 de la especie
Methylokorus infernorumla cual fue aislada de una muestra de suelo deauompo
geotérmico que emite metano en la Isla Norte devldlanda (Hou y col. 2008). Las
relaciones dentro del clado presentaron soportearda moderados, con valores de PP >
0,9 en el analisis Bayesiano, y valores de “bampste 65% en el analisis de Maxima

Verosimilitud.

4.4. Discusion

Los 14 haplotipos bacterianos encontrados paraeal 16S, asociados 8&.
adareanum no correspondieron a un unico tipo de bacter&od haplotipos pudieron

identificarse como cercanamente relacionados aespee 4 filos bacterianos diferentes.

Las bacterias asociadas al morfo verde-amarilled@oS. adareanumde las
localidades Low45 y Low46, estuvieron estrechamesitecionadas cokndozoicomonas
sp.y Endozoicomonas elysicoldentro del clado conformado por bacterias de daecl
Gammaproteobacteri&sta cercania filogenética nos estaria indicansooprobablemente
las bacterias asociadas al morfo verde-amarillelet®. adareanuntorresponderian, al
igual que los miembros del géneEmdozoicomonasal orden Oceanospirillales y a la

familia Hahellaceae. La mayoria de las bacteriagaia familia se encuentran asociadas
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con invertebrados marinos (Zielinski y col. 2008nsken y col. 2010), por ejemplo con
gorgonias tanto del Artico como del Caril#dcfyonium antarcticuny Gorgonia ventalina
respectivamente; Webster y Bourne 2007; Sunagawal.y2010). Los integrantes del
orden Oceanospirillales se caracterizan por proderzimas hidroliticas extracelulares
qgue estan involucradas en la degradacion de vatiegatos organicos complejos, que
proporcionan una potente integracion nutricional ebhospedador. Un ejemplo de esto es
la relacion de bacterias aerobicas y heterotréofiehgiénerdendozoicomonag el gusano

de aguas profunda@sedax(Goffredi y col. 2007). Este gusano, excava enhiassos de
los cadaveres de ballenas gridesahrichtius robustygara llegar a la médula de la que se
alimenta. Se cree que las bacterias descompon@ohgsuestos organicos en el hueso de
la ballena, proveyendo nutrientes al gusano (Rgusel. 2004; Brenner y col. 2005).
Microorganismos del génetendozoicomonasambién han sido encontrados en esponjas
(muchas veces bajo el nombreQjmngiobacterThiel y col. 2007; Mohamed y col. 2008;
Nishijima y col. 2013), en bivalvos (Zielinski y Ilc®009; Jensen y col. 2010), ascidias
(Martinez-Garcia y col. 2007), un nudibranquio @hashi y Yokota 2007), poliquetos
(Goffredi y col. 2007), anémonas de mar (Schuetily2007; Du y col. 2010), estrellas de
mar (Choi y col. 2010), corales escleractinidosuf@e y Munn 2005; Bourne y col. 2008;
Hansson y col. 2009; Littman y col. 2009; Rainaol 2009; Sunagawa y col. 2010, Yang
y col. 2010; Speck y Donachie 2012), diferentesggoias tropicales y otros corales
blandos (Webster y Bourne 2007; Sunagawa y colOR(En el caso de las bacterias
asociadas a corales, se infiere que la heterotdefielahellaceae ayudaria al hospedador
con el suministro de nutrientes macromolecularesmguson directamente asimilables bajo
una forma compleja. A su vez, la identificacionaggegados de Gammaproteobacterias en
la capa de tejido gastrodérmico en la cavidad tigesle varios corales formadores de
arrecifes sugiere que estas bacterias podrian gesamun papel importante en la dieta
del coral (Ainsworth y Hoegh-Guldberg 2009). Deaestanera, considerando que las
bacterias asociadas al morfo verde-amarillent8.dedareanunse encontrarian dentro del
orden Oceanospirillales, se podria inferir que sebi@cterias participarian en el proceso
metabolico de compuestos organicos complejos Sdeadareanum facilitandole el

suministro de nutrientes macromoleculares (Talda 4.
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Tabla 4.3. Morfotipo y localidades de las colonias & adareanuma partir de las cuales fueron
secuenciadas las bacterias aqui estudiadas yl/escttmbacterias no cultivables asociad&s adareanum
Identificacion de filo o clase a la que estas b#@depodrian corresponder y sus posibles funcioviés.
verde-amarillento, NA: naranja-amarillento. L4646, L45: Low45, D: Decepcion, PC: Caleta Potter, M

Melchior, P: Palmer

MORFOTIPO, FILO O CLASE FUNCIONES
LOCALIDAD Y/O
CLONES
VA (L45 y L46) Gammaproteobacteri Metabolizar compuestos organicos complejos
Tun3b.A10 Gammaproteobacterj Celuloliticos, defensa quimic& adareanumy
sintesis de metabolitos secundarios bioactiyos
Tun3b.B6 y Tun3b.F§ Gammaproteobacteri Sintesis de metabolitos secundarios bioactiyvos
NA (L45, L46 y Alfaproteobacteria | Sintesis de metabolitos secundarios bioactiyos
Decepcion)
Tun3b.Ally Alfaproteobacteria Defensa quimica d8. adareanum
Tun3b.D6
NA (CP) y Tun3b.G11 Betaproteobacteria Proceso de nitrificacion d& adareanum
NA(M), Tun3b.Al, Bacteroidetes Sintesis de metabolitos secundarios bioactiyvos
Tun3b.D1y Tun3b.B4 y actividad antioxidante
Tun3b.H11 Actinobacteria Sintesis de metabolitos secundarios bioactivos
NA(P), Tun3b.F1y Verrucomicrobia Proceso digestivo y defensa quimiceSde
Tun3b.A3 adareanum

Dentro del clado A también se situd la secuencaebiana Tun3b.A10 aislada de

S. adareanunm(Riesenfeld y col. 2008), la cual estuvo cercamdameelacionada a dos
miembros del génendicrobulbifer. Los integrantes del génekticrobulbifer tienden a ser
moderadamente haldfilos, a menudo son aisladosudstras de agua de mar (Yoon y col.
2003, 2004) y ocasionalmente de invertebrados wsiiReng y col. 2006Microbulbifer
sp. fue descubierta originalmente en cultivos de emgcfuiento realizados a partir de
efluentes de plantas de celulosa volcados al Ocga@socapaz de hidrolizar polisacaridos
complejos (Gonzalez y col. 1997). Una posible figsticion de la estrecha relacion
existente entre las dos especiedvilerobulbifer y el clon Tun3b.A10 estaria dada por el
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hecho de qu&. adareanunse encuentra cubierta externamente por una tloitstituida
principalmente por tunicina un polisacarido muy ima la celulosa (Matthysse y col.
2004) vy, algunos miembros del linajdicrobulbifer son celuloliticos (Gonzalez y col.
1997; Ekborg y col. 2005) (Tabla 4.3). Por otroda@uévrain y col. (2009) encontraron
que las bacterias marinas del génédarobulbifer asociadas a la esponja calcarea
Leuconia niveason capaces de producir parabenos naturaless patabenos podrian
desempeniar un papel importante en las interaccemtes las bacterias asociadas dentro de
su anfitrion (la esponja) y/o podrian contribuir larestrategia de defensa quimica de las
esponjas contra las bacterias ambientales Gramrtunisias. Si bien los estudios llevados
a cabo hasta la fecha indican que microorganisnebgy&heroMicrobulbifer producen
parabenos en esponjas, no deberiamos descartasibalijad de que los mismos puedan
ser generados también &) adareanumcontribuyendo asi en el proceso de defensa

guimica de esta ascidia (Tabla 4.3).

Otro microorganismo que se situ6 dentro del clagdg ge relacion6 con dos clones
de bacterias no cultivables & adareanun{Tun3b.B6 y Tun3b.F5; Riesenfeld y col.
2008), fueun miembro de la cepa HTCC2143 del grupo de Ganuwteqvacterias marinas
oligotréficas,que en su genoma presenta genes para los modupmdigieétido sintasa y
proteinas relacionadas. Esta relacion estaria apoyda hipétesis propuesta por
Riesenfeld y col. (2008) de gu# biosintesis del Palmerdlido A se produce por viaa
hibrida poliquétido sintesasa (PKS) / sintetasatige no ribosomal (NRPS) en las
bacterias que viven en asociacion &radareanumEs decir que es posible que parte de
las bacterias involucradas en la sintesis direetbbsl Palmerdlidos pertenezcan a la clase

Gammaproteobacter{@abla 4.3).

Las bacterias asociadas al morfo naranja-amanllel® S. adareanumde las
localidades de Low45, Low46 y Decepcion estuvieestrechamente relacionadas con
Litoreibacter meonggei{Clado B), por lo que se encontrarian, al igual gs& especie,
dentro de la familia Rhodobacteraceae. Esta farsdizaracteriza por tener un estilo de
vida generalista (Moran y col. 2004) y una grarsatlidad metabdlica, siendo capaces de
utilizar recursos variados y de responder a incnéoseen la concentracion de nutrientes,
como asi también estan involucrados en la prodoat# carbono marino y en procesos

biogeoquimicos. Estas caracteristicas explicanbsmdancia en las zonas costeras, y su
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asociacion corbloomsde algas (Buchan y col. 2005). A su vez, los aetps de esta
familia han sido encontrados en aguas costergsojanes, especialmente en simbiosis con
algas, tapetes microbianos, en sedimentos o jumwertebrados e invertebrados (Buchan
y col. 2005; Wagner-Dobler y Biebl 2006; Riedel y.c@013). Otra caracteristica
interesante de las bacterias de este grupo esugakem producir antibiéticos o metabolitos
secundarios bioactivos, que pueden estar involosrad efectos patogénicos o probiéticos
(Wagner-Ddbler y Biebl 2006; Seyedsayamdost y 20lL1). La especi&. meonggei
también ha sido encontrada en la ascitlalocynthia roretzi Considerando las
caracteristicas que presenta la familia Rhodolea#eae, podriamos conjeturar que las
bacterias asociadas & adareanuntambién participarian en la sintesis de metabolitos

secundarios bioactivos.

Los clones Tun3b.A11 y Tun3b.D6 de bacterias ntivallles deS. adareanum
(Riesenfeld y col. 2008) se relacionaron filogara@hente corPseudovibrio spMKT94 y
las Alfaproteobacterias MBIC3368 y HRG2. Hentschebl. (2001) y Lafi y col. (2005)
encontraron que estas Alfaproteobacterias se eamon por brindar actividad
antimicrobiana a las esponjas. A su vez, Santas. f2010) encontraron que miembros de
Pseudovibrio sp. aislados de diferentes esponjas, también presentactividades
antimicrobianas estables. Evidencia reciente seigijele en las esponjas, las células de
Pseudovibriose transmiten verticalmente entre las generaciartemvés de la larva de la
esponja (Enticknap y col. 2006), aunque la nataealle la relacion simbidtica aiin no se
conoce. En el casos de los tunicados, Riesenfetably (2008) encontraron que las
secuencias relacionadas coRseudovibrio constituyeron una gran proporcion
(aproximadamente el 43%) de la biblioteca de clahesl6S ARNr deS. adareanum
sugiriendo un potente enriquecimiento selectiveesias bacterias en el ambiente interno
de S. adareanumDe esta manera, considerando que miembrd3sdadovibrio spy las
dos Alfaproteobacterias mencionadas caracterizan por brindarle proteccion a su
hospedador contra microorganismos patdgenos, podsiainferir que los clones
Tun3b.Al1l y Tun3b.D6 colaborarian en la defens&.dedareanun(iTabla 4.3).

Dos secuencias de bacterias asociadas al morfonjaaaarillento deS.
adareanumde la localidad de Caleta Potter y el clon Tun3l.Gle bacterias no

cultivables asociadas @&. adareanun{Riesenfeld y col. 2008)estuvieron relacionadas

124



filogenéticamente con un miembro dditrosomonas sp.Las especies del género
Nitrosomonasse distribuyen generalmente en diferentes entqiosps y Pommerening-
Roser 2001). Las caracteristicas ambientales ¢esdiacluyen salinidad, concentracion de
amoniaco, y el pH. Estos microorganismos puedenrgrasse en agua dulce, estuarios,
ambientes terrestres y marinos (Engel y Alexan8881Vdlsch y col. 1990; Speksnijder y
col. 1998; Coci y col. 2005, 2008; Fierer y col090Norton 2011), como asi también en
asociacion con esponjas de manglares (Diaz y €8l4)2colaborando en su proceso de
nitrificacion (Hentschel y col. 2006). La nitrific@n describe la catalizacion de amoniaco
a nitrito por las ABO (Bacterias Amonio-Oxidantgs)posteriormente a nitrato por las
NBO (Bacterias Nitrito-Oxidantes) para fines enéogs. Nitrosomonases uno de los
géneros actualmente aceptados dentro de las Betapasterias ABO. Dado que
Nitrosomonas spse relacioné con secuencias de bacterias asoca@asadareanum
podriamos pensar que éstas colaborarian en larpetagga del proceso de nitrificacion de

S. adareanum

Dentro del clado constituido por microorganismog file Bacteroidetes, los
haplotipos XI y Xll de bacterias asociadas al moréwanja-amarillento d8. adareanum
de la localidad de Melchior y tres clones de baasemo cultivables Tun3b.Al, Tun3b.D1
y Tun3b.B4 asociadas &. adareanum(Riesenfeld y col. 2008), se relacionaron
filogenéticamente con cinco secuencias de la agrpaCytophaga-Flavobacterium
(CFB). Cuatro de estas secuencias (el clon C319aA&8 el clon B276_B9, un miembro
de Tenacibaculum maritimum el clonPolaribacterArctic97A-15) se ubicaron dentro del
orden Flavobacteriales y de la familia Flavobaatsrae y un representante de la especie
Reichenbachia agariperforansdentro del orden Cytophagales y de la familia
Flammeovirgaceae. Los miembros de la agrupacion €fBtituyen uno de los grupos de
bacterias dominantes en el medio marino (Bowmamwly 1997; Pinhassi y col. 1997;
Nielsen y col. 2004). Se los conoce como descongmrese de macromoléculas como la
celulosa, agar y quitina. Estas habilidades haaen & grupo CFB juegue un papel
importante en el ciclo del carbono en el ambienégimo. Algunas de las bacterias de esta
agrupacion han sido también reportadas como paadgede peces (Bernardet 1998),
alguicidas (Maeda y col. 1998), se han encontratjiontas a algas (Shiba y Taga 1980;
Bolinches y col. 1988) y como inductoras de la mgéhesis en macro-algas (Nakanishi y
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col. 1996). Dentro del grupo CFB, los miembros giaheroTenacibaculumson capaces
de hidrolizar varios compuestos poliméricos comeaseina, colageno, celulosa, almidoén,
entre otros (Frette y col. 2004), y han sido eneaitts en el alg€entroceras clavulatum
como asi también asociados con la ascidia coldystodytes dellechiajgiMartinez-
Garcia y col. 2007), con esponjas y con algas mtodas de metabolitos secundarios en
las Islas Palau (Suzuki y col. 2001). Por otro Jdde miembros del génerolaribacter
han sido encontrados en asociacion con esponjatidas (Webster y col. 2004) y del
Mar Mediterrano (Wichels y col. 2006; Dupont y c2013). Dupont y col. (2013) en sus
trabajos encontraron guRolaribacter sp.manifestd actividad antioxidante en la esponja
Asbestopluma hipoge&onsiderando las caracteristicas de los miemiebgrupo CFB
anteriormente descriptas, se podria inferir quedas secuencias aisladas del morfo
naranja-amarillento des. adareanumde la localidad de Melchior y los tres clones
Tun3b.Al, Tun3b.D1 y Tun3b.B4 d8. adareanumse encontrarian vinculadas en la

produccion de metabolitos secundarios como antmtéasb.

El clon Tun3b.H11 de bacterias no cultivables astas aS. adareanum
(Riesenfeld y col. 2008) estuvo estrechamente icglado con un miembro del filo
Actinobacteria (el clon NH10_01 de una bacteriacaltivable). Los integrantes de este
filo han sido aislados a partir de ambientes marifireedler y col. 2005; Maldonado y col.
2005; Lee 2006; Zhang y col. 2006; Bredholdt y @il07; Cabaj y Kosakowska 2007,
Farris y Olson 2007; Kageyama y col. 2007; De y 2008; Pimentel-Elardo y col. 2008;
Zhang y col. 2008; Dastager y col. 2009; Kim y &@®09), como asi también han sido
encontrados en asociacion con erizos de mar (Mgztl. 2007), con ascidias, algas y
esponjas (Meziti y col. 2007; Menezes y col. 20P0pesar de que estos organismos han
sido estudiados en mayor detalle que los miemleastrds grupos de procariotas debido a
Su importancia biotecnoldgica, actualmente se salpg poco acerca de la diversidad de
Actinobacteria en habitats marinos en comparacion el rango diverso aislado de
ambientes terrestres. Los miembros de la clase@mdicteria tienen un valor considerable
como productores de metabolitos secundarios bicddgente activos, tales como los
antibioticos y otros compuestos terapéuticos, adeteavitaminas y enzimas (Mincer y
col. 2005; Jensen y col. 2010). Teniendo en cuesti es posible que el clon Tun3b.H11,

esté implicado en la produccion de metabolitos rsg&tios (Tabla 4.3).
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Dentro del clado F, cuatro microorganismos del fN@errucomicrobia se
relacionaron con dos secuencias de bacterias assté&l morfo naranja-amarillento 8e
adareanunde la localidad de Palmer, y con los clones TufBly. Tun3b.A3 de bacterias
no cultivables asociadasXa adareanunfRiesenfeld y col. 2008). Los integrantes del filo
Verrucomicrobia han sido aislados a partir de al@mg plantas marinas (Weidner y col.
2000; Alain y col. 2002; Bowman y Nowak 2004), dacterioplancton (Bano y
Hollibaugh 2002; Harris y col. 2004; O’Sullivan plc 2004), de sedimentos Antarticos
costeros (Bowman y col. 2000; Bowman y McCuaig 208@3vell y col. 2003) y del agua
de mar (Schafer y col. 2000; Madrid y col. 2001z@a y col. 2001; Bano y Hollibaugh
2002; O'Sullivan y col. 2004). Ademas, varios egtsichan reportado que miembros de
este filo viven en asociacion con eucariotas (etyocol. 2000; Vandekerckhove y col.
2000). Por ejemplo, diversos Verrucomicrobios aotbgticos intervienen en la defensa
del ciliado marino Euplotidium (Petroni y col. 2000), y miembros del género
Xiphinematobactermpueblan el epitelio intestinal de los gusanos nedus juveniles
(Vandekerckhove y col. 2002). A su vez, Verrucowidos recientemente descubiertos,
han sido aislados del interior de las glandulasesmtas nidamentales del calamar
Idiosepius pygmaeu®ichon y col. 2005), del intestino humano (Derryeeol. 2004), del
intestino de pepinos de mar (Sakai y col. 2003erdes de mar (Meziti y col. 2007), de
esponjas marinas (Scheuermayer y col. 2006), detatrdigestivo del gusano de almeja
“clamworm” (Choo y col. 2007) como asi también dg intestinos de termitas comedoras
de madera (Stevenson y col. 2004). Una de las agpase encuentra en los intestinos de
estas ultimas, se corresponde con la TAV2 de lacgspiplosphaera colitermitumLos
integrantes de esta cepa contribuyen en la nutrid@las termitas digiriendo por ejemplo
la celulosa y la hemicelulosa (Wertz y col. 20X29nsiderando las caracteristicas de los
integrantes del filo Verrucomicrobia anteriormemntescriptos, podria inferirse que las
bacterias aisladas del morfo naranja-amarillentoSdeadareanunde la localidad de
Palmer, y los clones Tun3b.F1 y Tun3b.A3 partidgraren el proceso digestivo y/o

contribuirian en la defensa de dicha ascidia (Tal8a

Los resultados discutidos en los parrafos antexjgredrian permitirnos inferir los
posibles morfotipos d8. adareanuna partir de los cuales Riesenfeld y col. (200&)rjam

haber aislado las bacterias que utilizaron en susl®s. Los clones Tun3bA10, Tun3bB6
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y Tun3bF5, al encontrarse dentro del clado A, jurdo los Hap | L46-VA, Hap Il L46-
VA 'y Hap Ill L45-VA, podrian haber sido aisladogpartir del morfotipo verde-amarillento
de S. adareanumMientras que los clones Tun3bE2, Tun3bAll, Tur@bDun3bG11,
Tun3bAl, Tun3bD1, Tun3bB4, Tun3bF1 y Tun3bA3, alarirarse distribuidos dentro de
los otros clados donde se ubicaron los haplotigoatterias aisladas a partir de colonias
correspondientes al morfotipo naranja-amarillendoSd adareanumpodrian haber sido

aislados de individuos del morfotipo NA.

Lafi y col. (2005) en sus estudios con esponjadusmson que el término
"simbionte” se utiliza a menudo para estos orgamssoomo un término de conveniencia,
ya que los beneficios para las esponjas, resustatgda relacion entre la esponja y los
procariotas asociados con sus tejidos, no sorodeldlaros. De acuerdo con la definicion
de Munn (2004), la simbiosis es “la relacion ceecanpermanente entre dos o mas
organismos diferentes”. Nuestro trabajo aporta osi@atos para el estudio de una posible
endosimbiosis del tipo mutualista en8eadareanuny sus bacterias hospedadas, donde se
beneficiarian tanto la bacteria (al utilizar el aben posterior de la ascidia como su
hébitat), como la ascidia. De esta manera, conylalaa del marcador molecular 16S,

logramos detectar y caracterizar a estos posibldssembiontes.
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CAPITULO 5:
CONCLUSIONES

129



Objetivo_especifico_n°1: Caracterizar morfologicamate a

los individuos de dos morfotipos de la ascidia catdal
Synoicum adareanumque se encuentran a lo largo de

diferentes localidades de la Peninsula Antartica

El andlisis morfoldgico indico que ambos morfotiglesS. adareanurrhallados a lo
largo de las Islas Shetland del Sur, se correspomticon especies diferentes del mismo
género, de acuerdo con las descripciones de Mogriddnniot (1983) y Monniot y col.
(2011). Las caracteristicas taxondmicas que caizaten a los zooides NA (morfotipo
naranja-amarillento) fueron consistentes con agsiejue definen 8ynoicum adareanum
mientras que las que caracterizaron a los zooidegmorfotipo verde-amarillento) fueron

consistentes con las que defineByaoicum ostentor

Objetivo_especifico n°2: Evaluar el grado de difemgciacion

genética de los morfotipos, a fin de establecer da
variabilidad morfolégica se corresponde con un
polimorfismo intraespecifico o bien, si se tratariale especies

diferentes

Los resultados parecen indicar que habria flujdogéactual o reciente entre los
morfotipos deS. adareanumlo cual sugiere que la divergencia alcanzadasnsuéciente
como para considerarlos especies diferentes. Témien cuenta los numerosos casos
reportados en todo el mundo y especialmente emtar#ida, donde las aproximaciones
moleculares fueron capaces de resolver especigscas, que la taxonomia basada en la
morfologia no pudo (Bernardi y Goswami 1997; He@D2 Raupach y Wagele 2006;
Bickford y col. 2007; Allcock y col. 2011), los tdsados obtenidos en este trabajo fueron
ciertamente inesperados, indicando que la vari#udli morfologica entre ambos

morfotipos se corresponderia con un polimorfismoagspecifico. Estos resultados son
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relevantes no solo por la importancia ecolégicaSdeadareanunen las comunidades
bentonicas Antarticas, sino también por su potérauimico. Teniendo en cuenta la
existencia de cierta diferencia genética entre anibanas, no deberiamos descartar la
posibilidad de que puedan producir metabolitos rs@atos diferentes. Dado que la
variacion quimica relacionada con el color y elago ya ha sido reportada en otras
ascidias coloniales (Lopez-Legentil y Turon 20@bajos futuros también deberian tener
en cuenta las descripciones morfologicas, moleesilgrquimicas a la hora de realizar la

identificacion de las especies de ascidias estadiad

Objetivo_especifico n°3: Inferir los procesos demagficos y

factores biogeograficos involucrados en la determation de
la estructura genética y posibles eventos de esganon ensS.

adareanum

En este trabajo, los niveles de diferenciacion tieméntre las muestras geogréficas
y los morfotipos y su correlacion con la distargeagrafica indican que el flujo génico y la
deriva genética estan en equilibrio. A pesar dg patencial de dispersion de las larvas de
ascidias, se observa un importante flujo génicoilitado probablemente por diferentes
corrientes marinas sobre la Peninsula Antarticad®ental. Esto explicaria la presencia de
haplotipos compartidos. Los andlisis efectuadosnjieron inferir queS. adareanumal
tratarse de una especie euribatica (Kott 1969; MdnnMonniot 1983), habria empleado
tanto las aguas profundas, como las plataformadinemtales como refugios para
sobrevivir durante el maximo glacial. La posterexpansion post-glacial se habria
producido a partir de multiples refugios antesadadquisicion de aislamiento reproductivo,
contribuyendo al desarrollo de contacto secund&fli@ontacto secundario habria dado la
oportunidad para cruzamientos entre las dos fomntgsientes, dando origen a la presencia
de haplotipos compartidos. Cabe destacar que mdtados obtenidos también permiten
inferir que la expansién del morfotipo NA podria s&és antigua que la del morfotipo VA.
Por lo tanto, hasta ahora la evidencia apunta aomtacto secundario entre las formas

diferenciadas en alopatria, pero que todavia psreana la misma especie bioldgica. Sin
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embargo, dado que los haplotipos mas ampliamersteibdidos son también los mas
basales, no debe descartarse la presencia de pwdimus ancestrales. Para discernir este

punto se requieren ampliar los estudios preseniesta tesis.

Objetivo especifico n°4: Contribuir al conocimientode las

relaciones filogenéticas existentes entre los oOrden del
subfilum Tunicata y entre familias del orden
Aplousobranchia, segun la clasificacion propuestaqr Kott,

utilizando los genes mitocondriales COl y Citb

En este trabajo encontramos a Aplousobranchia gyomp hermano de Thaliacea,
y éstos a su vez constituyen un grupo hermano bétiranchia, apoyando parcialmente
la tercera hipotesis de evolucion de los tunicg8as 3.1-c, Yokobori y col. 2006; Zeng y
col. 2006). Sin embargo, también encontramos queuspbranchia y Thaliacea se
encontraban en una posicion mas bien terminafldbsbranquios en una posicién central,
y los apendicularios en una posicion basal, lorpgeestaria sugiriendo una nueva posible
hipotesis de evolucion de los tunicados.

Por otro lado, nuestros resultados confirmaron Ag@diacea, tal como se define
en la actualidad, es un grupo parafilético queuyela Thaliacea (Wada 1998; Stach y
Turbeville 2002; Zeng y Swalla 2005), y al iguakddoreno y Rocha (2008), no pudimos
confirmar el clado Enterogona (en el sentido de staag 1928; agrupando a
Aplousobranchia con Phlebobranchia), pero si desclr primera, la segunda y la cuarta
hipotesis de evolucion de los tunicados (Fig. 3.3-&b y 3.1-d).

El orden Aplousobranchia “sensu” Kott (1969, 199992, 2001) representado en
nuestro estudio por seis familias, fue monofilétid® su vez, nuestros resultados
permitieron obtener una mejor aproximacion de lasiljpes relaciones filogenéticas

existentes entre las familias dentro de este orden:
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v Las especies de la familia Pycnoclavellidae formano clado monofilético
y constituyeron el grupo hermano de la familia Eladae, apoyando la
clasificacion efectuada por Kott (1990)

v La familia Polycitoridae redefinida por Kott (199®)e parafilética ya que
los miembros décudistomaestuvieron cercanamente relacionados con los
representantes de la familia Pseudodistomidaeyrapartir un ancestro en
comun. Estos resultados apoyaron las observacefeetuadas por Millar
(1966) y Kott (1992), quienes sostuvieron que lésegosEudistomay
Pseudodistomastaban relacionados

v' La familia Didemnidae estuvo cercanamente relacianeon la familia
Clavelinidae. Didemnidae se caracteriz6 por presamia longitud de rama
muy larga, lo cual podria deberse a que las semsedel gen COI de los
didémnidos evolucionarian a tasas extremadametae @lsagkogeorga y
col. 2009)

v' La inclusion de tres géneros y seis especies dania Polyclinidae
permitid una mejor resolucion de las relacionesg&héticas existentes
entre los organismos de dicha familia

v" Por Ultimo, los miembros de la familia Cionidae ca@acterizaron por
presentar una posicion cercana al resto de losusgboanquios (como
grupos hermanos) al igual que los resultados alsrpor Turon y Lépez-
Legentil (2004), apoyando en conjunto la clasifiBagpropuesta por Kott
(1969), en la que la familia Cionidae se encuemteatro del orden

Aplousobranchia

Objetivo _especifico _n°5: Caracterizar la presenciade

posibles endosimbiontes en los dos morfotipos d8&.

adareanumutilizando el gen 16S como marcador molecular

Utilizando los cebadores PB36 y PB38 logramos ttgaosibles endosimbiontes

bacterianos en ambos morfotiposSleadareanumlLos resultados aqui obtenidos aportan
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al estudio de una posible endosimbiosis del tipdualista entreS. adareanuny sus
bacterias hospedadas, donde se beneficiarianléaastidia como la bacteria (al utilizar el
abdomen posterior de la ascidia como su habithff5% de las secuencias amplificadas
presentd un porcentaje de identidad elevado cditodProteobacteria, dentro del cual el
37,5% se relaciond6 con la clase Alfaproteobacteréd, 25% con la clase
Gammaproteobacteria y el 12,5% con la clase Beembacteria. Del 25% de las
secuencias amplificadas restante, el 12,5% se loinoon el filo Bacteroidetes (clase

Flavobacteria y clase Cytophagia) y el 12,5% cdileeVerrucomicrobia.

A partir del analisis de las relaciones de los smdbiontes con otros organismos,
intentamos caracterizar a los endosimbiontesSdedareanuninfiriendo sus posibles

funciones:

v' Las bacterias asociadas al morfo VA Sleadareanunparticiparian en el
metabolismo celular de esta ascidia Antartica, mtervenir en el
catabolismo de compuestos organicos complejos

v Las bacterias asociadas al morfo NASleadareanumunto con los clones
de bacterias no cultivables asociades. adareanumademas de colaborar
en el metabolismo celular de la ascidia, tambidaries involucradas en
procesos celuloliticos, de defensa quimica contmamé&os naturales
(competidores, depredadores), en la sintesis debwigbs secundarios

bioactivos, etc.

v Los clones de bacterias no cultivables aisladofRgesenfeld y col. (2008):
Tun3bA10, Tun3bB6 y Tun3bF5, al encontrarse dedéloclado A, junto
con los Hap | L46-VA, Hap Il L46-VA y Hap 1l L45-X, podrian haber

sido aislados a partir del morfotipo verde-amanitbedeS. adareanum

v Los clones de bacterias no cultivables aisladosResenfeld y col. (2008):
Tun3bE2, Tun3bAll, Tun3bD6, Tun3bG1ll, Tun3bAl, ThidB,
Tun3bB4, Tun3bF1l y Tun3bA3, al encontrarse distdbs dentro de los
clados donde se ubicaron los haplotipos de bastaigladas a partir de

colonias correspondientes al morfotipo naranja-dimato de S.
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adareanum podrian haber sido aislados de individuos delfonoaranja-

amarillento
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Era Inicio, en
Periodo Epoca Edad millones de
Eratema ~
anos
Cron: Preboreal, Boreal, Atlantic
Fle e Subboreal y Subatlantico Doty
Superior / Tardio (Tarantiense 0,126
CUEEEND Medio (loniense) 0,781
Pleistoceno
Calabriense 1,80
Gelasiense 2,58
Piacenziense 3,600
Plioceno
Zancliense 5,333
Messiniense 7,246
Tortoniense 11,62
Nedgeno
Serravalliense 13,82
Mioceno -
Cenozoico Langhiense 15,97
Burdigaliense 20,44
Aquitaniense 23,03
Chattiense 28,1
Oligoceno
Rupeliense 33,9
Priaboniense 38,0
Bartoniense 41,3
Eoceno
Paledgeno Luteciense 47,8
Ypresiense 56,0
Thanetiense 59,2
Paleoceno Selandiense ~61,6
Daniense 66,0
Maastrichtiense 72,1+0,2
Campaniense 83,6+0,2
Santoniense 86,3+0,5
Superior / Tardi
Coniaciense 89,8+0,3
Turoniense 93,9
Cenomaniense 100,5
Cretéacico
Albiense ~113,0
Aptiense ~125,0
Mesozoico
Inferior / Barremiense ~129,4
Temprano Hauteriviense ~132,9
Valanginiense ~139,8
Berriasiense ~145,0
Titoniense 152,1+0,9
Superior / Tardid Kimmeridgiense 157,3+1,0
Juréasico
Oxfordiense 163,5+1,0
Medio Calloviense 166,1+1,2
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Inicio, en

Era . - ;
Periodo Epoca Edad millones de
Eratema ~
anos
Bathoniense 168,3+1,3
Bajociense 170,3+1,4
Aaleniense 174,1+1,0
Toarciense 182,7+0,7
Inferior / Pliensbachiense 190,8+1,0
Temprano Sinemuriense 199,3+0,3
Hettangiense 201,3+0,2
Rhaetiense ~208,5
Superior / Tardid Noriense ~228
Carniense ~235
Triasico Ladiniense ~242
Medio
Anisiense 2472
Inferior / Olenekiense 251,2
Temprano Induense 252,205
Changhsingiense 254,240,1
Lopingiense
Wuchiapingiense 259,9+0,4
Capitaniense 265,1+0,4
Guadalupiense Wordiense 268,8+0,5
Pérmico Roadiense 272,3%0,5
Kunguriense 279,3+0,6
Artinskiense 290,1+0,1
Cisuraliense
Sakmariense 295,5+0,4
Asseliense 298,940,2
Carbonifero Pensilvanico Gzheliense 303,710,1
Kasimoviense 307,0 £0,1
Moscoviense 315,240,2
Paleozoico Bashkiriense 323,240,4
Serpukhoviense 330,940,2
Misisipico Viseense 346,7+0,4
Tournaisiense 358,940,4
Fameniense 372,2+1,6
Superior / Tardi
Frasniense 382,7+1,6
Givetiense 387,7+0,8
Medio
Devoénico Eifeliense 393,3%1,2
Emsiense 407,612,6
Inferior / B
Temprano Pragiense 410,8+2,8
Lochkoviense 419,243,2
Pridoli 423,0+2,3
Sildrico
Ludlow Ludfordiense 425,640,9
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Inicio, en

Era . - ;
Periodo Epoca Edad millones de
Eratema ~
anos
Gorstiense 427,440,5
Homeriense 430,510,7
Wenlock
Sheinwoodiense 433,440,8
Telychiense 438,5+1,1
Llandovery Aeroniense 440,8+1,2
Rhuddaniense 443,4+15
Hirnantiense 445241 .4
Superior / Tardig Katiense 453,040,7
Sandbiense 458,4+0,9
Ordovicico Darriwiliense 467,3+1,1
Medio
Dapingiense 470,0+1,4
Inferior / Floiense 477,7+1,4
Temprano Tremadociense 485,4+1,9
Piso / Edad 10 ~489,5
Furongiense Jiangshaniense ~494
Paibiense ~497
Guzhangiense ~500,5
Serie / Epoca 3 Drumiense ~504,5
Céambrico
Piso / Edad 5 ~509
. Piso / Edad 4 ~514
Serie / Epoca 2
Piso / Edad 3 ~521
Piso / Edad 2 ~529
Terreneuviense
Fortuniense 541,0£1,0
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Abstract In Antarctica, ascidians are among the most
conspicuous and abundant organisms in benthic ecosys-
tems and many species present wide distribution patterns.
Two similar forms of ascidians of the colonial genus
Synoicum were sampled along the South Shetland Islands,
one greenish-yellow with elongated colony stalks and the
other yellow-orange with shorter stalks and more rounded
colony bodies. The taxonomic analyses indicated that the
greenish-yellow form corresponded to the description of
the species S. ostentor and the yellow-orange form to that
of S. adareanum. However, molecular analyses using the
cytochrome oxidase I gene did not detect clear differences
between both forms. The frequency and geographic dis-
tribution of haplotypes indicate that some degree of gene
flow may be occurring, strongly suggesting that both
morphotypes did not achieve a complete reproductive
isolation yet, that they can still interbreed and should
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therefore be considered as a single species. Surprisingly,
these results are not in line with recent studies of Antarctic
fauna using a similar approach, which revealed several
cases of morphologically indistinguishable but genetically
distinct species.

Keywords Synoicum - COI - Morphotypes -
Genetic differentiation

Introduction

The Antarctic Ocean has unique characteristics, mostly
because unlike the other major oceans, it became isolated
about 30 million years ago in the Eocene, with the estab-
lishment of the Antarctic Circumpolar Current (ACC) and
its associated fronts (Lawver et al. 2011). The ACC acts as
a barrier to a free north—south exchange of water, isolating
Antarctic shelf communities geographically, climatically,
thermally and oceanographically, therefore forming an
important biogeographic boundary (Clarke and Crame
1989; Clarke et al. 2005; Barnes et al. 2006). It now dis-
plays a unique shelf biota, with ascidians among the most
important taxa in the benthic communities (Dayton 1990;
Clarke 1996; Clarke and Johnston 2003; Gili et al. 2006).

Synoicum adareanum (Herdman 1902; family Poly-
clinidae) is a colonial ascidian commonly reported on hard
substrates in shallow Antarctic waters. Its wide distribution
extends from some subantarctic islands, throughout the
Scotia Arc into the Antarctic Peninsula and all along the
Continental Antarctic coastline. The clearly visible zooids
are clonemates arranged in the tunic forming a circle
around a common cloaca that is shared by 6 to 10 zooids
(Kott 1969). A similar species, Synoicum ostentor Monniot
and Monniot 1983, shares some characteristics with the

@ Springer



Polar Biol

former such as similar colony shape and arrangement of the
zooids. S. ostentor has been found in areas quite distant
from each other: it has been reported at the South Orkney
Islands, Balleny Island and Wilkes Land, and its presence
is not common (Monniot and Monniot 1983; Monniot et al.
2011). According to Monniot and Monniot (1983), the
diagnostic features of both species are as follows: the
number of stigmata rows, the number of stigmata per half-
row and the position of the ovary. S. ostentor may have
been misidentified and confused with S. adarenaum in
many ecological and biochemical studies, because the
differences between both species are noticeable only after
inspection of the zooids at microscopic level. The in vivo
coloration in both species is not mentioned, probably
because determinations have been made on formaldehyde
fixed material (Kott 1969; Monniot and Monniot 1983;
Monniot et al. 2011). Kott (1969), however, mentions one
collector who observed that living colonies of S. adarea-
num were orange. Recently, Koplovitz et al. (2011) found
that Synoicum adareanum from the area of the US Palmer
Station (Anvers Island, Western Antarctic Peninsula) dif-
fering in the form of the colonies, showed marked differ-
ences in the anti-diatom activity of secondary metabolites.
No reference of the color of the colonies was made. At the
South Shetland Islands, two similar forms of Synoicum are
common: one greenish-yellow with elongated colony stalks
and other yellow-orange with shorter colony stalks and
more rounded heads (Tatian, personal observation). It is
probable that previous taxonomists considered both forms
as S. adareanum since most of the descriptions (Herdman
1902; Van Name 1945; Millar 1960; Kott 1969; and others)
included under S. adareanum the whole range of the 3
differential features of the zooids used by Monniot and
Monniot (1983) to separate the species. Since these color
differences have not been reported in the previous
descriptions for either species, the question arises if these
two forms correspond to intra-specific polymorphisms
within a single species, or to different species.

Besides morphological analyses, in recent years, molecular
markers have made it possible to distinguish intraspecific
polymorphisms from phenotypic traits that characterized
different species in ascidians. For example, color differences
in populations of Botryllus schlosseri have been found to be
determined by several Mendelian loci, and therefore, differ-
ences in coloration are an intraspecific polymorphism
(Sabbadin 1982; Yund and O’Neil 2000). On the other hand, a
correlation between external shape and coloration with the
presence of different species has been reported for the colonial
ascidians Pseudodistoma crucigaster (Tarjuelo et al. 2004),
species of Cystodytes (Lopez-Legentil et al. 2005) and of
Pycnoclavella (Pérez-Portela et al. 2007) from the Mediter-
ranean Sea, and Didemnum molle from the Ryukyu Islands in
Japan (Hirose et al. 2010).

@ Springer

In Polyclinidae, sexual reproduction occurs when sperm
released by a hermaphroditic zooid enters through the oral
siphon of another zooid from the same or another colony
and fertilizes oocytes in the atrium, self-fertilization being
a possible trait in this family. The embryonic stage consists
of a pelagic tadpole larva with a tail that allows some
movements, and it can be easily driven by currents. Given
that the larval stage is responsible for dispersion in sessile
organisms, species with short-lived larvae or direct devel-
opment are, in general, expected to have low dispersal
potential and therefore to show a strong genetic structure
(reviewed in Thatje 2012 for Antarctic invertebrates). All
ascidian larvae are lecithotrophic, that is, they do not feed
while in the water column and depend on the yolk reserves.
Therefore, their life spans are short when compared with
other taxa; in colonial ascidians, the free swimming time of
larvae ranges from a few minutes to several hours (Svane
and Young 1989). When the larva disperses from a mother
colony, it rapidly settles down and metamorphoses into a
founder individual (oozooid) that, like other clonal inver-
tebrates, grows through asexual reproduction into a multi-
individual colony composed of genetically identical zooids
(Stoner and Weissman 1996). Demarchi et al. (2010) found
a highly significant genetic differentiation among popula-
tions of the polyclinid Aplidium falklandicum from Low
and Livingston Islands. Therefore, it can be expected that
Synoicum will also present highly differentiated popula-
tions at the same geographic scale.

Mitochondrial DNA, and specifically the COI gene, has
been used successfully to address speciation and species
boundaries problems in several ascidian species and in
phylogenetic and phylogeographic studies of this group
(Tarjuelo et al. 2001, 2004; Turon et al. 2003; Lopez-Le-
gentil and Turon 2006; Lopez-Legentil et al. 2006; Pérez-
Portela and Turon 2008; Hirose et al. 2009; Goldstien et al.
2010; Haydar et al. 2011; Pineda et al. 2011). In the present
study, we used morphological analyses and molecular
markers (cytochrome oxidase subunit I gene, COI) to
evaluate the genetic structuring of four Synoicum popula-
tions from the Bransfield Strait (Western Antarctic Penin-
sula) and assess whether the different morphotypes
observed in Synoicum ascidians along the South Shetland
Islands correspond to different or to a single species.

Materials and methods

Sample collection

A total of 53 colonies of Synoicum were collected from the
South Shetland Islands during the BENTART-06 Antarctic

Project of the “BIO Hespérides™ in January and February
2006, and during the summer campaign of the Argentine
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Antarctic Institute at Potter Cove, in January 2009. One
sampling station was located at Deception Island (63°01'S,
60°32'W; 215 m depth; n = 11), at which all individuals
belonged to the yellow-orange morphotype (YO from now
on). Another two stations were sampled at Low Island:
Low 45 (63°43'S, 62°21'W; 86 m depth; n = 14), where
10 individuals belonged to the greenish-yellow (YG)
morphotype and 4 individuals to the YO morphotype and
Low 46 (63°43'S, 62°24'W; 97 m depth; n = 20), where
10 individuals were YG and the other 10, YO. The last
station was sampled at King George (25 de Mayo) Island
(Potter Cove; 62°13'S, 58°42'W; 20 m depth; n = 8),
where all individuals were YO. Samples from Deception,
Low 45 and Low 46 were collected with an Agassiz
trawl, while samples from Potter Cove were obtained by
SCUBA diving. Colonies from Deception, Low 45 and
Low 46 sampling stations were photographed immediately
after collection. Sampling by SCUBA diving at Potter
Cove allowed in situ observations of the colonies and
underwater pictures. Sampling locations are shown in
Fig. 1 and photographs of the colonies showing the in vivo
color are presented in Online Resource 1. Once they were
collected, colonies were relaxed by submerging them for
several hours in sea water with menthol crystals. Then, a
small portion of each colony was dissected, fixed in ethanol
95 % and stored at —20 °C until genetic analysis. Zooids
of each ethanol-preserved colony were separated using
histological instruments under a binocular microscope and
processed by removing the tunic, gut and larvae, if any, to
avoid amplification from possible contaminants like com-
mensal organisms and gut contents. The bulk of the colonies
were fixed in 2.5 % formaldehyde in sea water, to allow the
examination of zooids and morphological analysis.

Morphological observations

Morphological characters that differentiate S. adareanum
from S. ostentor according to Monniot and Monniot
(1983): number of stigmata rows, number of stigmata per
half-row and position of the ovary were analyzed under a
stereoscope from material fixed in formaldehyde. Three
colonies and 10 zooids per colony of each morphotype
were examined per sampling location.

DNA extraction, amplification and sequencing

Total genomic DNA was extracted from the post-abdomen
of an individual zooid per colony using the salt purification
method described in protocol 1 of Bruford et al. (1992),
followed by ethanol precipitation. Once extracted, DNA was
stored in double-distilled water at 4 °C until PCR amplifi-
cation. Double-stranded products for the mitochondrial

cytochrome oxidase I gene (COI) were amplified via the
polymerase chain reaction (PCR) using the universal primers
of Folmer et al. (1994), and purified and sequenced in both
directions at Macrogen (USA). However, only four of the
fifteen haplotypes found among the 53 zooids sequenced,
showed high homology with COI sequences of other species
of the family Polyclinidae, after a BLAST search in Gen-
Bank. The remaining haplotypes showed high homology
with bacterial COI genes and may belong to endosymbionts
(Riesenfeld et al. 2008). Therefore, specific primers were
designed starting from the consensus COI sequence for
species of the family Polyclinidae obtained from GenBank
and those sequences of Synoicum obtained with the universal
primers that showed high homology with them. Designed
primer sequences and names were as follows: PolCOI-F (5'-
TTGATCTGCTCCTHCTTAGA-3’) and PolCOI-R (5'-
CCACTAGARTGTGCTAARCC-3'). The expected size of
the amplicon is 351 bp.

Polymerase chain reactions were carried out in 50 pl
volumes. In addition to the DNA template from each
specimen (1 pl from the undiluted DNA), PCR included
5 ul 10x reaction buffer [750 mM Tris-HCl pH 8.8,
200 mM (NHy), SO4 0.1 % Tween-20], 5 pl MgCl,
25 mM, 0.75 ul of a 20 mM stock of each dNTP (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), 1.5 ul of a 10 mM stock of each
PolCOI-F and PolCOI-R primers, 0.3 pl of recombinant
Taq DNA Polymerase (5 U/ul stock; Thermo Scientific
EP0402, Brazil) and ddH,O to final volume. PCR
amplification was performed in a Px2 Thermal Cycler,
Thermo ELECTRON CORPORATION, for 3 min at
94 °C, 35 cycles of denaturation at 94 °C for 1 min,
annealing at 40 °C for 1 min and extension at 72 °C for
1 min. A post-treatment of 7 min at 72 °C and a final
cooling at 4 °C were performed. Negative controls for
each primer were included in the amplifications in order
to detect bands caused by contamination. PCR products
were visualized on 1 % agarose gels stained with ethi-
dium bromide, visualized under UV and photographed.
The double-stranded PCR products were purified and
sequenced by Macrogen Inc. (USA) using the same
primers as for the PCR. Sequences were analyzed using
the program CHROMAS version 2.23 (McCarthy 1998)
and manually edited. In order to rule out the amplification
of non-ascidian sequences, both strands were sequenced
and a BLAST search on each haplotype was performed.
Sequences were aligned with CLUSTAL X (Thompson
et al. 1997) and confirmed by eye. No gap was needed in
the alignment, and all sequences were able to be trans-
lated into amino acid sequences without stop codons. The
final sequence length after alignment and trimming was
304 pb. Once aligned, sequences for all individuals were
collapsed into haplotypes.
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Fig. 1 Map of the study area
showing the location of the
sampling sites (stars). The
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Population genetic analyses

Using the DNAsp 5.10 program (Librado and Rozas 2009),
several indices of genetic diversity within sampling sta-
tions were estimated: nucleotide diversity (), the number
of polymorphic sites (S; Nei 1987; Lynch and Crease
1990), haplotype diversity (Hd; Nei 1987) and the average
number of nucleotide differences.

Pairwise genetic distances were calculated between
haplotypes under the Tamura-Nei (TrN) model of nucleo-
tide substitution with a gamma parameter value of 0.032,
using the ARLEQUIN 3.11 program (Excoffier et al.
2005). The TrN distance was selected according to the
best-fit model of nucleotide substitution for our data
(GTR+G) by statistical comparisons of the likelihood
scores for 56 different models of evolution with the Akaike
information criterion, as implemented in Modeltest 3.0
(Posada and Crandall 1998). This distance matrix was used
to perform an analysis of molecular variance (AMOVA)
and to calculate differentiation between pairs of samples
with the @gr index. @gr is analogous to Wright’s (1969)
measure of variance in allelic frequencies among popula-
tions (Fgr), but also takes into account the mutational
differences among haplotypes (Excoffier et al. 1992).
AMOVA and ®gt were calculated considering geographic
location, and geographic location and morphotype. Sig-
nificance of all indices was tested through 10,000 permu-
tations. The Arlequin program was used for these
calculations. The correlation of pairwise ®gr values and
geographic distance was assessed by means of a Mantel
test, performed with Arlequin.

@ Springer

The relationships among haplotypes were estimated
using different approaches. First, phylogenetic trees were
obtained using maximum parsimony (MP) and neighbor-
joining (NJ) with PAUP 4.0b10 (Swofford 2001), and
Bayesian analysis (BA) with MrBayes 2.1.3 (Ronquist and
Huelsenbeck 2003). The MP tree was estimated by per-
forming a heuristic search with 1,000 replicates of random
stepwise additions of taxa and a tree bisection reconnection
branch swapping. The NJ tree was constructed on the basis
of TrN distances among haplotypes. In both cases, 1,000
bootstrap replications were performed to construct a 50 %
majority rule consensus tree, to evaluate the stability of the
nodes. The BA was performed by partitioning the data set
by codon position. Models of nucleotide evolution selected
by MrModeltest 2.3 (Nylander 2004), according to the
Akaike criterion were: GTR for the first, F81+I for the
second and HKY for the third codon positions. Four chains
of the Markov chain Monte Carlo algorithm were run
simultaneously for 5 million generations, on two inde-
pendent runs. Trees were sampled every 1,000 generations
and the first 25 % of them were discarded as burn in. For
this analysis, we also included a COI sequence of S. ad-
areanum from Terre Adelie (BoLD Database ASCANO11-
10) and used Ciona intestinalis, Clavelina lepadimorfis and
Herdmania momus as outgroups (GenBank accession
numbers NC_004447.2, NC_012887.1 and NC_013561.1,
respectively). Second, a haplotype network was obtained
using the NETWORK program (Bandelt et al. 1999), which
implements the Median Joining Network algorithm to
estimate relationships among haplotypes without assuming
bifurcating relationships.



Polar Biol

Fu’s Fs (Fu 1997) was used to test for selective neu-
trality of the mutations using ARLEQUIN 3.11 (Excoffier
et al. 2005). To evaluate a possible historical population
expansion event, the distribution of the frequencies of
pairwise differences between individuals was compared
with the expected distribution of a model of population
expansion as implemented in ARLEQUIN (Mismatch
distribution, Rogers and Harpending 1992; Excoffier and
Schneider 1999). The validity of the estimated demo-
graphic model was tested through the statistical distribution
of SSD (sum of squared differences) with parametric
bootstrap (Excoffier and Schneider 1999). The raggedness
index (Harpending 1994) was estimated to test the devia-
tion from unimodal mismatch distribution. Several Fs
values and mismatch distributions were calculated con-
sidering: the whole data set, haplotypes found only in YO
individuals, haplotypes found only in YO individuals plus
shared haplotypes between the two morphotypes, and
finally considering YG haplotypes and shared haplotypes
between both morphotypes.

Results
Morphological observations

The zooids exhibited constant differences in the two
morphotypes.

YO morphotype: orange-yellow colonies with short
stalks and rounded heads. The thoraces were long, with
14-16 stigmata rows in the branchial sac. Stigmata per
half-row varied from 24 to 26. The ovary was situated in
the upper part of the post-abdomen, close below the
intestine (abdomen).

YG morphotype: greenish-yellow colonies with elon-
gated stalks and no rounded heads. The thoraces showed
21-22 stigmata rows in the branchial sac. Stigmata per
half-row were from 31 to 34. The ovary was situated at a
half way through the post-abdomen, far below the intestine
(abdomen).

Population genetic analyses

A total of 53 sequences were obtained for the COI mito-
chondrial gene. The final length after alignment and trim-
ming was of 304 base pairs (bp) and free of gaps.
Seventeen different haplotypes were identified (Table 1)
with 11 polymorphic sites. All unique haplotypes have
been deposited in Genbank (accession numbers JX121258
to JX121274). The detail of the haplotypes found in each
single colony is presented in Online Resource 2.

The number of haplotypes found in each sampling sta-
tion, the number of polymorphic sites (S) and values of

nucleotide diversity are shown in Table 1. The haplotype
frequencies per sampling station are also presented in
Online Resource 3. Nucleotide diversity over all samples is
0.009. Haplotype diversity is 0.763 £ 0.058 (mean £ SD),
and the average number of nucleotide differences is 2.938.
Potter Cove and Deception Island present the highest val-
ues of nucleotide diversity as well as of haplotype diver-
sity. Only two haplotypes are shared between the two
morphotypes (Hap VII and Hap VIII). The YO morphotype
presents thirteen exclusive haplotypes, and the YG, two
(Hap X and XI). From the fifteen haplotypes present in the
YO form (thirteen exclusive, and two shared with YG),
eleven polymorphic sites were found. The YG morphotype
features two polymorphic sites that coincided with two of
the eleven polymorphic sites from YO. Of the seventeen
haplotypes found, only four are shared among sampling
sites (Hap I, Hap II, Hap VII, Hap VIII), and the percentage
of singletons (haplotypes represented by a single member
in the data set) is 52.94 %. The most frequent haplotype
(Hap VIII, observed in 47.17 % of the individuals and
shared between YO and YG forms in Low 46) is broadly
distributed, occurring at most localities within the study
area (Low 46, Low 45 and Deception). The second most
frequent haplotype (Hap VII) presents similar characteris-
tics as Haplotype VIII. Deception presents three exclusive
haplotypes (Hap VI, Hap IX and Hap XVII), as do Low 45
(Hap IV, Hap VI and Hap XI) and Low 46 (Hap III, Hap X
and Hap XVI), while Potter Cove has four exclusive hap-
lotypes (Hap XII, Hap XIII, Hap XIV and Hap XV).
Results of the AMOVA show that a significant part of
the total variability can be assigned to the “among sam-
pling sites” component, no matter the structure tested
(Table 2). However, despite 16.5 % of the total variation
corresponding to differences between groups of samples of
different morphotypes, this value is not statistically sig-
nificant (Table 2). Pairwise ®gt values are presented in
Table 3; a significant correlation was found between
genetic differentiation and genetic distance when mor-
photype was not considered (r = 0.813; p = 0.041; Online
Resource 4a). Potter Cove was the most differentiated
sample. Deception showed a significant genetic differen-
tiation with Low 45 but not with Low 46, while there was
no differentiation between sampling sites in Low Island
(Table 3a). If morphotypes are taken into account, samples
of the YG morphotype showed no genetic differentiation
and the YO morphotype of Low 46 was less differentiated
from YG samples than from the YO sample of Low 45
station (Table 3b). Indeed, separating sampling stations by
morphotype yielded a non-significant correlation between
®gr and geographic distance (r = 0.193; p = 0.245;
Online Resource 4b), which became significant when YO
samples from Low 45 were eliminated from the analysis
(r =0.906; p = 0.041; Online Resource 4c). This is
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Table 1 Number of haplotypes, nucleotide diversity (r), haplotype diversity (Hd) and number of polymorphic sites (S) found in Synoicum from
four geographic locations at the South Shetland Islands. Haplotypes shared by YO and YG morphotypes are underlined

Sampling Haplotypes Total = Hd S
site
I I 1o 1v v VI viI vl IX XI XII X XIV XV XVI XVI
Deception -1 - - - 2 4 1 - - - - - - 1 11 0.012 0.855 10
Low 46 - -1 - - - 13 - - - - - - 1 - 20 0.004 0558 5
Low 45 1 - - 1 2 - 8§ - - 1 - - - - - - 14 0.008 0.681
Potter Cove 1 I - - - - - - - - 2 1 1 2 - - 8 0.011 0929 9
Total 53 0.009 0.763
Table 2 Analysis of molecular variance (AMOVA) for Synoicum samples, testing alternative spatial structures
Structure tested Source of variation Percentage of variation  F statistics Probability
Sampling site (not considering morphotype) = Among sampling site 28.87 Fst=0289 0
Within sampling site 71.13
Sampling site and morphotype Among populations 43.18 Fsy=0432 0
Within populations 56.82
Two groups: YO sites versus YG sites Among groups 16.52 Fer =0.165  0.133
Among sampling sites within groups  30.68 Fsc=0367 0
Within sampling sites 52.80 Fst=0472 0

Table 3 ®gr values between (a) sampling stations of Synoicum, and (b) sampling stations considering morphotype. YO: yellow-orange
morphotype, YG: yellow-green morphotype

(a) Potter Cove Deception Low 45 Low 46
Potter Cove -

Deception 0.358%%* -

Low 45 0.659%:* 0.119*

Low 46 0.409%:* —0.042 0.046 -

(b) Potter Cove (YO) Deception (YO) Low 45 (YO) Low 46 (YO) Low 45 (YG) Low 46 (YG)
Potter Cove (YO) -

Deception (YO) 0.334%%:* -

Low 45 (YO) 0.226 0.281%* -

Low 46 (YO) 0.513%%** 0.023 0.550%* -

Low 45 (YG) 0.673%%*:* 0.146 0.779%* 0.008 -

Low 46 (YG) 0.673%%:* 0.146 0.779%%:* 0.008 —0.111 -

*p < 0.05, #* p < 0.01, *** p < 0.001

because haplotypes VII and VIII (shared between mor-
photypes) were found in YO and YG individuals in Low
46, while in Low 45, they were found only in YG indi-
viduals, probably due to the low number of YO individuals
that could be successfully sequenced in that station (only

four).
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In the two sampling sites where both morphotypes were
found in sympatry, Tamura-Nei pairwise genetic distances
between haplotypes (Table 4) showed that the highest
genetic distances were those between YO haplotypes and
haplotypes VII and VIII (between 3 and 6 % of sequence

divergence). Genetic distances between exclusive YO
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haplotypes, and those between YO haplotypes and YG
exclusive haplotypes (Hap X and Hap XI), presented
intermediate values (between 2 and 4 % of sequence
divergence). The lowest distances were found between
Haplotypes VII and VIII and between these and the YG
haplotypes (1-2 % of sequence divergence).

Bayesian analyses placed haplotypes VII and VIII in the
basal position (posterior probability 0.87). However, this
was not supported by MP and neighbor-joining analyses
(Fig. 2). These haplotypes were widely distributed in most

Table 4 Tamura-Nei genetic distances between haplotypes (Hap) from
Low 45 and Low 46. Bold letters indicate haplotypes found exclusively in
YO individuals and italics indicate those found in the YG morphotype.
Underlined haplotypes were shared between both populations and were
found in individuals from both morphotypes in Low 46, and only in YG
individuals, in Low 45

Low45 Hapl HapIV HapV Hap VI Hap VIII Hap XI
Hap I -
HapIV 4079 -
Hap V.  3.039 3.041 -
Hap VII 3.076 5.105 4.065 -
Hap VIII 4.084 6.161 5.105  1.008 -
Hap XI  2.034 4.079 3.039  1.008 2.016 -
Low 46 Hap VIII. Hap VI Hap X Hap XVI Hap III
Hap VIII -
Hap VII 1.008 -
Hap X 1.008 2.016 -
Hap XVI  3.039 4.079 2.031 -
Hap III 5.135 4.079 4.127 2.031 -
a ———Hap| Ls/PC-YO
( ) ——HapIX D-YO
Hap Il D/PC-YO
Hap Il L46-YO
Hap IV L45-YO
——HapV L45-Y0
o $|:Hap Xl PC-YO
Hap Xl PC-YO
——HapXIV pc-yO
Hap XV PC-YO
Hap XVI L46-YO
22 Hap VI D-YO
Hap XVII D-YO
10100 ——Hap X L46-YG
———Hap Xl 56
sano0 ————————Hap VIll L45/L46/D-YONG
——————Hap VIl L45/L46/D-YONG
q 3. adareanum (Terre Adélie) ASCANO11-10
Ciona ir is NC_004447.2
4,7 Herdmania momus NC_013561.1

Clavelina
50.0

fis NC_012887.1

Fig. 2 Phylogenetic relationships among Synoicum haplotypes.
(a) Neighbor-joining tree from Tamura-Nei genetic distances. The
topology of a maximum parsimony tree was identical. Bootstrap
values after 1,000 replications for both methods are shown above the
branches: before the slash are values for the neighbor-joining tree and
after the slash those for the maximum parsimony tree. (b) Bayesian

S. adareanum (Terre Adélie) ASCANO11-10

sampling stations (Low 45, Low 46 and Deception), and in
both morphotypes. Most of the remaining nodes showed
low support in the three analyses. The haplotype network
(Fig. 3) showed that Haplotypes VII and VIII, shared
between morphotypes and widely distributed, are closely
related, as they are separated by only one synonymous
substitution from each other. The other two haplotypes
shared among sampling sites were present in two YO
samples (Hap I present in Low 45 and Potter Cove, and
Hap IT in Deception and Potter Cove) and were more dis-
tantly related between each other and with haplotypes VII
and VIII. Relationships among exclusive haplotypes from
Low 45, Low 46 and Deception showed no relationship
with geographic location, while Potter Cove’s exclusive
haplotypes were grouped together and located at the edge
of the network.

According to Fu (1997), Fs should be regarded as sig-
nificant if p < 0.02. Therefore, significant and negative
estimates for Fu’s F's were obtained for the whole data set
(Fs = —6.029, p =10.012) and for YO haplotypes
(Fs = —5.587, p = 0.004), while Fs yielded marginally
non-significant values when calculated for YO plus shared
haplotypes (Fs = —4.423, p = 0.035), or YG plus shared
haplotypes (F's = —1.450, p = 0.050). A significant neg-
ative value of Fs is evidence for an excess number of
alleles, as would be expected from recent population
expansion or from genetic hitchhiking. The mismatch
distribution analysis obtained for all analyses showed non-
significant values of raggedness index and SSD (Fig. 4),
supporting the hypothesis of demographic expansion.
However, it is worth noting that the observed distribution
of pairwise differences for all haplotypes, although not

(b) Hap | L45IPC-YO— o6

Hap IX D-YO

Hap XII PC-YO-,

Hap XV Pc-yo
Hap XVI' L46-YO
Hap VI D-YO

Hap XVII D-YO

Hap X L46-YG- 1

Hap XI L45-YG-

Hap VIl L45/L46/D-YONYG 1
Hap VIl L45/146/D-YOIYG

07
086

Clavelina lepadimorfis NC_012887.1
Ciona intestinalis NC_004447.2
Herdmania momus NC_013561.1

0.05

tree, the posterior probabilities of each branch are shown above the
branches are. Clavelina lepadimorfis, Herdmania momus and Ciona
intestinalis were used as outgroups. YO: yellow-orange morphotype,
YG: yellow-green morphotype, D: Deception, PC: Potter Cove, L45:
Low 45, 1L.46: Low 46
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305 |

Deception (YO)
Low 46 (YO)
Low 46 (YG)
Low 45 (YO)

Il Low4s(YG)
Potter Cove (YO)
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21 [
\2?0
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\
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( =
Hap Il -.
305 -
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Fig. 3 Haplotype network of COI mitochondrial DNA sequence
data. Circles represent haplotypes and circle diameter is proportional
to haplotype frequency. Each haplotype is represented by the
abbreviation Hap and a roman number. Numbers above white circles

significantly different from that expected under a popula-
tion expansion, showed a bimodal shape, indicating the
presence of two (or more) groups of divergent lineages.
The parameter t showed different values, being 5.824 for
all haplotypes, 5.103 for YO plus shared haplotypes, 4.281
for YO haplotypes and 0.492 for YG plus shared haplo-
types. These results indicate that time since the last
demographic expansion event was longer for YO haplo-
types than for YG ones, and the population expansion of
YO morphotype would be more ancient.

Discussion

This study presents the first analysis of population genetic
structure using a mitochondrial DNA marker in an ascidian

@ Springer

with a cross in the center show intermediate haplotypes not found in
the study. Numbers above the branches are the positions of the
mutated sites

species with an Antarctic and Sub-Antarctic distribution.
Besides that, combined with morphological observations, it
tries to clarify if the two morphotypes of Synoicum found at
the South Shetland Islands correspond to different species
or to intra-specific polymorphisms.

The morphological analysis showed that each morpho-
type may correspond to a different species according to
Monniot and Monniot (1983). The taxonomic features that
characterize YO zooids were consistent with those that
define Synoicum adareanum, while those that characterized
YG zooids were consistent with the features that define
Synoicum ostentor. However, there were no significant
differences in the COI gene between both forms living in
sympatry (Table 3), and therefore, in the next paragraphs,
the colonies will continue to be named as YG and YO
morphotypes.
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Fig. 4 Predicted patterns of mismatch distribution for (a) all haplo-
types, (b) YO haplotypes and shared haplotypes between the two
morphotypes, (¢) YO haplotypes and (d) YG haplotypes and shared

Seventeen haplotypes were found out of 53 individuals
sequenced. Levels of haplotype diversity in the COI gene
of Synoicum samples (Hd = 0.558-0.929) were in the
range found in other colonial ascidian species, for example,
Botryllus schlosseri (Hd = 0.153-0.700; Lopez-Legentil
et al. 2006), Cystodytes dellechiajei (Hd = 0.600-0.933;
Lépez-Legentil and Turon 2006) and Pycnoclavella com-
munis (Hd = 0.248-0.903; Pérez-Portela and Turon 2008).
These studies were all performed on species from the
Mediterranean Sea; population genetic studies about levels
of variability from populations of colonial species from
other oceans, are unfortunately scarce. Nucleotide diversity
was generally smaller in Synoicum samples (n = 0.004-
0.012) compared to other colonial species (B. schlosseri:
n = 0.008-0.079, op. cit.; C. dellechiajei: m = 0.006—
0.081, op. cit.; P. communis: m= = 0.0004—0.0445, op. cit.;
Pseudodistoma crucigaster: m = 0.000-0.011, Tarjuelo
et al. 2004). Goodall-Copestake et al. (2012) identified two
sources of bias when comparing variability measures using

(b)
a
140 1= 5.103
SSD= 0.022
120 (p=0.107)
r=0.049
Z 1001 | (p=0.189)
& 80
-
o
® 60 ’\‘
L
40
20
5 b 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Number of differences between haplotypes
1 = observed Simulated |
(d)
ki = 0.492
SSD= 0,004
100 A \ (p=0.523)
> r=0.121
8 80 4 (p=0.790)
g
T 601
ol
w40
20 7 “-‘"“-\-\.
0 T : : @ .
1 2 <] 4

Number of differences between haplotypes

= Dbserved Simulated

haplotypes between morphotypes. 1: time in generations since the last
demographic expansion; SSD: sum of squared differences; r:
raggedness index. P-values of SSD and of r are indicated in brackets

COI: low sample sizes and not using strictly homologous
positions because, usually, fragments of different lengths
and of different parts of the COI gene are used. Regarding
the first issue, the authors demonstrated by using subsam-
pling analyses that samples of N > 5 were enough to dis-
criminate extremes of high and low COI diversity, while
samples bigger than 25 were required for greater accuracy.
Therefore, given that sample sizes in our work range from
8 to 20 (Table 1), we should be able to discriminate whe-
ther Synoicum populations show higher or lower variability
levels than other ascidians. Regarding the second issue,
Goodall-Copestake et al. (2012) recommend re-assembling
data in the literature, in order to compare strictly homol-
ogous sites. In our work, levels of variability were calcu-
lated on an unusually short fragment of COI gene.
Therefore, we selected those papers that published the
complete data set (or information to re-assemble it),
aligned sequences with ours and recalculated Hd and n. We
found only two such ascidian publications, those of
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Tarjuelo et al. (2004) on Pseudodistoma crucigaster, and of
Pérez-Portela and Turon (2008) on Pycnoclavella com-
munis. Results of the re-analysis are shown in Online
Resource 5. Hd remained in the range of that of Synoicum,
while © was smaller in P. crucigaster, and similar in
P. communis. Therefore, we can reasonably assume that
variability levels in Synoicum populations are in the range
of that found in colonial ascidian species of temperate waters.
Rogers (2007) and Allcock and Strugnell (2012)
reviewed studies on genetic structure in organisms from the
Southern Ocean and pointed out that much of Southern
Ocean fauna would have survived the Quaternary Glacia-
tions in situ. They identified two general patterns: organ-
isms which might have survived glaciations in refuge on
the continental shelf, or by retreating to sub-Antarctic
islands, are likely to show low genetic variability due to
bottlenecks and founder effects, while those eurybathic
species that took refuge on the continental slope are likely
to show higher levels of variability, because they would
have been able to maintain higher population sizes. The
levels of variability found in Synoicum samples point to
persistence on the continental slope for this species.
According to Goodall-Copestake et al. (2012), another
source of bias in the calculation of Hd and = is the inclu-
sion of cryptic species in single species samples, which
would increase the estimates. In our data set, this could
occur in estimates of Low 45 and Low 46 samples, which
included both morphotypes (Table 1). However, Hd and ©
were the lowest in these samples. In shallow Antarctic
waters, ice acts as a regional disturbing factor of high
impact; along the Antarctic Peninsula and the South
Shetland Islands, icebergs can impact the bottom up to
150-200 m depth and are an important factor in shaping
the benthic system on the Antarctic shelf (Gutt 2000;
Dowdeswell and Bamber 2007). In the Antarctic colonial
ascidian Aplidium falklandicum, Demarchi et al. (2010)
found that populations sampled at more than 200 m depth
showed significantly more variability than those sampled at
less than 200 m, which coincided with the limit of distur-
bance by ice scouring. The authors proposed that ice
affected genetic diversity by removing a considerable
amount of biomass with the consequent loss of individuals
and alleles. The four geographic samples analyzed for
Synoicum were obtained at depths of 200 m or less, and
therefore, they may be affected by ice action that could
cause fluctuations in the population effective size. But
additionally, Low 45 and Low 46 stations are much more
exposed to the ACC than the other stations (Fig. 1). This
can have a double effect on benthic populations: on the one
hand, the ACC would sweep away larvae from parent
populations more efficiently in Low stations, and on the
other hand, it would drive icebergs and increase its fre-
quency compared to the other sampled stations that are
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more sheltered. Then, these disturbance factors could
contribute to fluctuations in the population’s effective size
and the decreased levels of genetic variability found in the
Low stations. On the other hand, Potter Cove is located in a
more protected area, where the effects of these disturbances
are probably lower, which would explain the higher genetic
variability found at this station.

Patterns of genetic structure and the extent of gene flow
in benthic organisms could be the result of the interaction
between the larval development, dispersal potential and
local recruitment, coupled with oceanographic features
such as the circulation of the water masses (Palumbi 1994,
Grosberg and Cunningham 2001; Wares et al. 2001).
Taking into account that the larval stage is responsible for
organism dispersal and, in colonial ascidians, larvae are
short-lived (from few minutes to hours; Svane and Young
1989), a strong genetic structure due to very low levels of
gene flow is expected in these species (Thatje 2012). In this
work, the levels of genetic differentiation among geo-
graphic samples and morphotypes and their correlation
with geographic distance indicate that gene flow among
populations has been sufficient for a long enough time to
establish isolation by distance pattern. Despite the low
dispersal potential of ascidian larvae, gene flow exists,
probably facilitated by different marine currents over the
West Antarctic Peninsula (Fig. 1), which would explain the
presence of shared haplotypes as well as some degree of
connectivity between separate locations within the study
area. Passive transport by ocean currents has been proposed
as a mechanism to explain gene flow in Antarctic species
with low dispersal potential as the brooding brittle star
Astrotoma agassizii (Hunter and Halanych 2008), the
benthic notothenioid fish Gobionotothen gibberifrons
(Matschiner et al. 2009) and the amphipod Eusirus per-
dentatus (Baird et al. 2011).

The haplotype network showed that the shared haplo-
types (Hap VII and Hap VIII) were also the most frequent
and widely distributed and that most haplotypes were
present in a single sampling site. This type of haplotype
network has been named “parochial” by Allcock and
Strugnell (2012). According to these authors, it is found in
Antarctic organisms that during the Pleistocene glaciations
persisted in large refugial areas and therefore maintained
their genetic diversity because they did not suffer major
bottlenecks. If post-glacial expansion occurred from mul-
tiple refugia before the acquirement of reproductive iso-
lation, secondary contact would result. Hints of a recent
population expansion in Synoicum were revealed by Fs and
the Mismatch distribution test. The negative and significant
values of the Fu’s F's test, along with non-significant values
of raggedness index and SSD and the shape of the haplo-
type network, support the idea of a demographic expan-
sion. The observed distribution of pairwise differences
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obtained from the Mismatch distribution showed a bimodal
distribution, which is usually observed when two (or more)
groups of divergent haplotypes are included in the analysis,
either because there is a strong genetic structure, a sec-
ondary contact between divergent forms has occurred, or
when a spatial expansion followed by low levels of gene
flow occurred (Ray et al. 2003; Excoffier et al. 2009).
Although the number of samples analyzed in this work
does not allow us to discriminate among these options, it
should be noted that t values (time in generations since the
last demographic expansion) obtained from the Mismatch
distribution analysis support the idea that the expansion of
YO morphotype may be more ancient than that of the YG
morphotype (1 = 4.281 and 1 = 0.492, respectively).
Also, Tamura-Nei genetic distances showed that sequence
divergence between YO haplotypes and between them and
shared or YG haplotypes was higher than among YG
haplotypes, indicating that YO haplotypes are more ancient
than YG ones, since they required more time to accumulate
differences. Therefore, evidence so far points to a sec-
ondary contact among forms differentiated in allopatry, but
still pertaining to the same biological species. Even though
the phylogenetic trees failed to resolve most of the rela-
tionships among haplotypes, the haplotype of S. adarea-
num from Terre Adelie was in a basal position, followed by
Hap VII and VIII, all with high support (Fig. 2, BA). These
results suggest that shared haplotypes VII and VIII are
those closer to the common ancestor.

In conclusion, morphological and genetic analyses were
not consistent in separating the two forms at the species
level. The morphological approach indicated that both
morphotypes of Synoicum found along the South Shetland
Islands corresponded to a different species of the same
genus: the YO morphotype to S. adareanum and the YG
morphotype to S. ostentor, according to the previous
descriptions (Monniot and Monniot 1983; Monniot et al.
2011). However, the COI gene showed no differences at
interspecific level. Considering the biological definition of
species, each morphotype would not correspond to a full
species, because the analyses presented in this work indi-
cate that both morphotypes did not achieve a complete
reproductive isolation yet, can still interbreed and that
some degree of gene flow is still occurring. This was cer-
tainly unexpected given the numerous reported cases
worldwide and especially in Antarctica, where molecular
approaches were able to resolve several cryptic species,
that morphology-based taxonomy could not (Bernardi and
Goswami 1997; Held 2003; Raupach and Wigele 2006;
Bickford et al. 2007; Allcock et al. 2011). These results are
relevant not only due to the ecological importance of
Synoicum in Antarctic benthic communities, but also for its
biochemical potential. As reported by Koplovitz et al.

(2011), S. adareanum from the Western Antarctic

Peninsula differing in the form of the colonies showed
marked differences in the anti-diatom activity of secondary
metabolites. Besides, a secondary metabolite, Palmerolide
A, which has an important cytotoxic activity against certain
types of melanoma, was obtained from S. adareanum
(Diyabalange et al. 2006; Jiang et al. 2007; Nicolaou et al.
2007; Riesenfeld et al. 2008). However, these authors did
not mention any color differences in the sampled colonies,
and therefore, it is possible that both or only one form was
studied. Considering that there is some genetic difference
between the forms, it is also possible that these forms
produce different secondary metabolites. As chemical
variation related to color and genotype has been previously
reported in other colonial ascidians (Lopez-Legentil and
Turon 2005), future work should consider proper identifi-
cation of the ascidian species using molecular, chemical
and morphological descriptions.
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