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1. RESUMEN

El continente Antartico esta separado por tres grandes barreras que determinan el flujo
genético entre diferentes taxa que lo habitan: i) la corriente circumpolar antartica (CCA),
ii) la batimetria y iii) la distancia geografica entre los continentes América del Sur y la
Antartica. El modelo biologico de este estudio son pequeios bivalvos del género Kidderia,
organismos que habitan en el intermareal rocoso con una distribucién que incluye las
islas Subantarticas como Georgia del Sur, Heard, Kerguelen, Falkland y la region
magallanica, y en la Antartica como la regién del Mar de Weddell. Poseen un ciclo de vida
incubatorio y su clasificacion taxondmica es aun controversial existiendo apenas algunos
caracteres morfologicos usados para diferenciar las especies del género. Utilizando
genes nucleares ribosomales como el gen ssu y genes mitocondriales como el gen del
citocromo C oxidasa | (cox7) se intentara poner a prueba las siguientes hipotesis: 1)
Debido a barreras histéricas que limitaron el flujo genético entre la Antartica y regiones
Subantarticas, se espera que las especies de género Kidderia de ambos ambientes
correspondan a entidades taxondémicas diferentes, y 2) Dado el bajo potencial de
dispersion y a la distribucidn geografica de Kidderia bicolor se espera que exista
estructuracion genética entre diferentes poblaciones localizadas en la peninsula
Antartica. Resultados preliminares muestran que existiria concordancia entre las
descripciones morfologicas y la sistematica molecular revelando que Kidderia bicolor
pertenece a la familia Cyamiidae y que las unidades taxonémicas Kidderia bicolor y
Kidderia sp2 son taxa validos y separados por 13 pasos mutacionales, determinado a

través del gen ssu.



1.1 SUMMARY

The Antarctic continent is separated by three major barriers that determine the genetic
flow between different taxa that inhabit it: (i) Antarctic circumpolar current (CCA), (ii)
bathymetry and (iii) geographical distance between continents South America and
Antarctica. The biological model of this study are the small bivalves of Kidderia genus
organisms that inhabits the rocky intertidal with a distribution that includes subantarctic
islands such as South Georgia, Heard, Kerguelen, Falkland and the Magellanic region,
and in Antarctica as the Region of the Weddell Sea. They have a brooding life cycle and
its taxonomic classification is still controversial, with only a few morphological characters
used to differentiate species from the genus. Using nuclear ribosomal genes such as ssu
gene and mitochondrial genes such as the cytochrome C oxidase | gene (cox7) we will
try to test the following hypotheses: 1) Due to historical barriers that limited the genetic
flow between Antarctica and Subantarctic regions, Kidderia genus species of both
environments correspond to different taxonomic entities, and 2) Given the low potential
for dispersal and the geographic distribution of Kidderia bicolor, it is expected that there
will be genetic structure between different populations located in the Antarctic peninsula.
Preliminary results show that there would be concordance between the morphological
descriptions and the molecular systematics revealing that Kidderia bicolor belongs to the
Cyamiidae family and that the taxonomic units Kidderia bicolor and Kidderia sp2 are valid

taxa and separated by 13 mutational steps, determinated by ssu gene.



2. INTRODUCCION

2.1 Eventos historicos en el Océano Austral.

El Océano Austral (OA) incluye todas las aguas al sur del frente polar, y
corresponde a un area oceanografica circumpolar antartica bien definida que marca el
punto mas septentrional de las aguas superficiales frias (Rintoul et al., 2001, Aronson et
al., 2008 y Gonzalez-Wevar et al., 2012). A su vez, el aislamiento que presenta el
continente Antartico es consecuencia de cambios geoldgicos que han ocurrido por
millones de anos (Crame 1999, Aronson & Blake 2001, Aronson et al., 2007, Clarke et
al., 2007). Es asi como la divergencia continental del Gondwana hace aproximadamente
130 millones de afios atras (Crame, 1999) fue modificando las caracteristicas geologicas
de los continentes, dando como resultado la profundizacion del Mar de Tasmania (34 -
33 Ma) (Stickley et al., 2004) y |la apertura del Paso de Drake (49 - 17 Ma) (Crame, 1999).
Tales cambios modificaron la circulacion oceanografica del Océano Austral (Stickley et
al.,, 2004), formando o dando inicio aproximadamente hace 34 Ma a la Corriente
Circumpolar Antartica (CCA). La CCA es la corriente oceanica mas importante del planeta
(Orsi et al., 1995, Clarke et al., 2007 y Scher et al., 2015). Esta corriente conecta los
océanos Pacifico, Atlantico e indico trasladando calor, sal y nutrientes (Pudse y Howe,
1998) y transportando un volumen de 173,3 Sv (1 Sv equivale a 108m3 s™"), con direccién
de Oeste a Este, alrededor del Océano Antartico (Pudsey & Howe, 1998). Representacion

de esta barrera oceanografica en Figura 1.
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Figura 1: Modelo de circulaciéon oceanica global que enfatiza el papel central del
Océano Austral. NADW= Aguas profundas del Atlantico Norte; CDW= Aguas profundas
circumpolares; AABW= Aguas profundas de la Antartica. Las unidades estan en
Sverdrups (1 Sv = 106 m3 de agua por segundo). Las dos celdas de circulacién principal
son la superior (rojo y amarillo) y la inferior (azul, verde y rojo). Las aguas profundas de
la celda inferior (azul) suben y se juntan con las aguas profundas que fluyen hacia el sur
(verde o amarilla) las cuales a su vez se conectan con la celda superior (amarilla y roja).
Esto demuestra una unién global entre la conveccién del Océano Austral, la formacion
de aguas profundas y el proceso convectivo en el hemisferio norte. Tomado desde Alder

et al. (2016).



La CCA se encuentra delimitada por dos frentes, uno polar y otro subantartico
(Poulin et al., 2014). La posicion de ambos frentes tiene marcadas implicancias
biogeograficas separando la fauna Antartica de la Subantartica (Hunter et al., 2008,

Gonzalez Wevar et al., 2012) y Poulin et al., 2014).

De esta forma, la biodiversidad en el Océano Austral (OA), y particularmente la de
Antartica, es consecuencia de eventos histéricos y contemporaneos que han generado:
(1) barreras geograficas como la distancia entre ambos continentes que supera los 1000
km, (2) Barreras batimétricas, con profundidades por sobre los 4000 m (Ferraris y
Aldunate, 2010) y (3) barreras oceanograficas como el frente polar antartico (FPA) y

subantartico (FPS) que rodean a la CCA (Orsi et al., 1995).



2.2 Diversificacion de especies en el Océano Austral.

La fauna marina bentdnica Antartica es tipicamente estenotérmica (capaces de
resistir pequefas variaciones de temperatura), euribatica (capaces de vivir a diferentes
profundidades bajo el mar) y endémica (propia de una region geografica) (Hunter et al.,
2008 y Chown et al., 2015). Estudios filogenéticos y filogeograficos se han centrado en
el papel que ha tenido la CCA en la promocidén de la especiacion y divergencia de
diferentes especies en el Océano Austral (OA). Estas investigaciones soportan la idea de
que el flujo de genes a través de la CCA ha sido limitado por varios millones de anos lo
cual ha sido observado en una amplia gama de grupos marinos, tales como moluscos
(Linse et al., 2002 y 2007), equinodermos (Hunter et al., 2008 y Gonzalez Wevar et al.,
2012) y crustaceos (Patarnello et al., 1996 y Held et al., 2000). De acuerdo a lo anterior,
existen algunos registros de colonizaciones exitosas que parecen haber ocurrido después
de la formaciéon CCA en el Plioceno. Ademas, eventos de dispersion ocasionales dentro
y fuera de las aguas antarticas parecen haber ocurrido desde aquella época (Chown et
al., 2015).

Para tener una mejor asociacion de los tiempos de divergencia estimados en
algunas especies, tomados como ejemplo que se presentan a continuacion, se presenta
la Figura 2.

Estimaciones mas antiguas se han registrado para el krill, crustaceo abundante en
todas las aguas que circunda a estos continentes (América del Sur y Antartica), cuya
divergencia genética entre las especies Antarticas del género Euphausia (E. superba 'y

E. crystallorophias) y la especie Subantartica (E. vallentini) ocurrié hace unos 20 Ma,
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Figura 2: Resumen de los principales eventos histéricos geoldgicos ocurridos
durante la Era del Cenozoico. Esta era esta compuesta por los periodos Terciario
(Paleoceno al Plioceno) y el Cuaternario (Pleistoceno — Holoceno) los cuales han sido
asociados a la divergencia genética de especies de distribucion Subantartica y Antartica.
Las fechas grises representan procesos geoldgicos y oceanograficos que ocurrieron

aproximadamente en la época senalada.



lo que es comparable con el tiempo geoldgico donde ocurrid la intensificacion de la CCA
(Patarnello et al., 1996). Ademas, en bivalvos, estudios en dos especies exclusivamente
antarticas del género Philobrya (P. wandelensis y P. sublaevis) mostraron un tiempo de
divergencia asociado a la apertura del paso de Drake durante la transicion Eoceno-
Oligoceno (34 Ma). En el caso de bivalvos del género Adacnarca (A. nitens y A.
wandelensis) la divergencia genética fue asociada a mediados del Mioceno,

aproximadamente 10 — 15 Ma (Jackson et al., 2015).

En gastrépodos, Gonzalez-Wevar et al. (2010) determin6 que la divergencia de
linajes del género Nacella distribuidos en la Antartida, Chile central, provincias
Magallanica y de Kerguelen fue entre 9.3 (£ 1.5) y 5.4 (£ 1.1) Ma. En el Plioceno, periodo
de las ultimas glaciaciones, Diaz et al. (2008) y Gonzalez-Wevar et al. (2012) estimaron
que el tiempo de divergencia para los equidermos de distribucion Antartida y Subantartica
del género Sterechinus (S. neumayeriy S. agassizi) fue entre 5.9 — 4.2 Ma. A su vez, en
un estudio mas reciente Gonzalez-Wevar et al. (2012) estimo que la divergencia entre las
lapas Nacella magellanica (Subantartica) y Nacella concinna (Antartica) fue hace 3.7 Ma
y para los bivalvos Yoldia eightsi de la Antartica y Yoldia woodwardi de América del Sur
fue hace 3.9 Ma aproximadamente. Asociado a la época del Pleistoceno, se estimé que
las divergencias para las estrellas de mar del género Odontaster (O. penicillatus y O.
pearsei) y los peces Harpagifer (H. antarcticus y H. bispinis) fueron hace 1y 1.7-0.8 Ma

respectivamente (Janosik et al., 2011 y Hiune et al., 2015).



Por lo tanto, casos donde la divergencia de especies es mas antigua han permitido
apoyar la hipotesis de especiacion por la vicarianza de las placas tectdnicas que se
separaron tras la ruptura del Godwana y que fue determinante para el aislamiento de la

Antartica (Crame 1999 y Gonzalez-Wevar et al., 2012).
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2.3 Bivalvos antarticos

Los bivalvos antarticos son de tamafo pequefio (menos de 15,0 mm) con conchas
delgadas, calcareos, sin colores brillantes ni mucha ornamentacién, probablemente

relacionado con la estacionalidad del medio ambiente polar.

Estos organismos son abundantes en sistemas bentonicos antarticos con una
variada gama de estrategias reproductivas caracterizadas como sigue: los sexos son
separados (organismos gonocorico) y la fecundacion es externa, es decir los gametos
femeninos y masculinos son liberados al medio, donde ocurre la fecundacion. Como
consecuencia se desarrolla un embrion, que posteriormente se convierte en una larva de
vida libre (desarrollo indirecto). Sin embargo, en varios bivalvos los embriones son
retenidos por la hembra, la cual proporciona los cuidados parentales a las crias (especies
incubadoras). Esta proteccion puede ser parcial, si las larvas empiezan a desarrollarse
en el interior de la hembra y completan su desarrollo en la columna de agua, o total, si el
desarrollo ocurre completamente dentro del ejemplar parental (en esta estrategia se
mantienen los huevos fecundados en la cavidad paleal, region del cuerpo donde se
ubican los érganos respiratorios) y a una vez liberadas al medio ocurre directamente su
asentamiento (Helmuth et al., 1994, Page et al., 2002, Hauseermann y Forsterra, 2009 y
Contador et al., 2015). Por lo tanto, se puede inferir que estos mecanismos de dispersion
son contrastantes, donde existen especies que presentan estados larvales y un potencial
de dispersion mayor versus especies que no poseen estados de larva libre o de bajo
potencial de dispersion como los incubadores. Para especies incubadoras, la presencia

de barreras geograficas como la distancia geografica propiamente tal puede resultar ser
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una barrera efectiva a la migracion de adultos, en contraste con organismos de alta
dispersion en donde es mas probable que las corrientes permitan una efectiva dispersion

de sus larvas (Jasonik et al., 2011).

Sin embargo, el conocimiento de los bivalvos antarticos esta todavia restringido
solo a unas pocas especies (Passos et al., 2011). Algunos de los bivalvos antarticos
estudiados previamente han sido Yoldia eightsii, Mysella minuscula, Adamussium
colbecki, Laternula elliptica y Lisarcca notorcadensis (Barnes et al., 2007, Canapa et al.,
2000, Chenuil y Féral, 2008 y Hoffman et al., 2012). Por ejemplo, en el estudio de Yoldia
eightsi se determiné una alta diferenciacion genética entre las muestras Antarticas y
Subantarticas (Gonzalez Wevar et al., 2012). En otro estudio realizado para la especie
Lisarcca notorcadensis, en la regidn Antartica, se observd una baja diversidad genética
entre poblaciones del Mar de Weddel y Mar de Ross, lo cual podria estar explicado por
una conexion maritima entre ambas regiones durante el Eoceno y Mioceno medio (Linse

et al., 2007).

2.4 Especies del Género de Kidderia como modelo de estudio

Como se senaldé previamente, existen varios organismos antarticos que
permanecen sin ser estudiados en términos de su historia evolutiva, conectividad de sus
poblaciones y biogeografia, un ejemplo de esta falta de conocimiento de la biodiversidad

son las especies del género Kidderia que habitan en el Océano Austral.

Los primeros registros del género Kidderia en la literatura corresponden al trabajo
de Dall (1876) quien describe el género y la especie Kidderia minuta. Su descripcion para

la especie senala textualmente: “Concha diminuta, con biso, concéntricamente esculpida
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con dos dientes cardinales en cada valva y un ligamento interno parcialmente unido a
unos mas o menos prominentes procesos sobre el margen interior de cada valva. Linea

paleal simple”.

Las especies de Kidderia spp. son pequenos bivalvos de un largo promedio de sus
conchas de 4.5 mm (Simpson, 1977), siendo el individuo de mayor longitud reportado con
una longitud maxima de 7 mm (Engl et al., 2016). Sus conchas son alargadas y planas,
presentan un ligamento interno situado detras del diente cardinal; de conducta gregarip,
habitando las zonas del intermareal rocoso y en zonas submareal bajo rocas de
ambientes antarticos y subantarticos. Las hembras son ovoviviparas desarrollando sus
embriones, de estado inmaduro a un estado juvenil (largo promedio 0.8 mm), en los
espacios interlamelares de las demibranquias (interna y externa) de las branquias, por lo
tanto, posee un ciclo de vida del tipo incubador (Simpson, 1977). Los ciclos
gametogénicos son largos, mas de un ano, tomando a menudo dos afos. El seno paleal
esta ausente, lo cual es caracteristico de especies cuyos umbos poseen un coloreado
purpura. Son organismos filtradores, por lo que su alimentacién esta compuesta por
diatomeas, fragmentos de algas, dinoflagelatos y detritos organicos de acuerdo a lo

reportado para la especie Kidderia bicolor (Schories, 2016).

En WORMS (World Register Marine Species) se identifican 24 especies para este
género, de las cuales 17 son especies reconocidas o podrian constituir un grupo
taxondmico diferenciado. De acuerdo a lo anterior, cabe sefalar que una especie esta
reconocida como Gaimardia adamsiorum y 11 especies tienen distribucion geografica

asociadas a Nueva Zelanda.
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Zelaya (2005) registro 5 especies de Kidderia en las regiones Antarticas y
Subantarticas (Patagonia de América del Sur y/o region Magallanica) de interés de este
estudio. Una de ellas es Kidderia bicolor reportada por Martens (1885) en las islas
Georgias del Sur. Ademas, su distribucion incluye a las Islas Orcadas, Heard y Kerguelen
y en las zonas intermareales rocosas del mar de Weddell en la Antartica. En ambientes
subantarticos como la Patagonia, Islas Diego Ramirez y la Isla Falkland se han descrito
las especies Kidderia subquadrata y Kidderia pusilla, ademas de otras dos especies que
no fueron identificadas claramente en los registros de Zelaya (2005). Cabe sefalar que
algunos trabajos tempranos en la zona antartica también reportan la presencia de
especies K. Subquadrata (Shavica, 1974). Detalle de las distribuciones de especies de

Kidderia en la Figura 3.

Las especies de Kidderia han sido clasificadas como miembro de la subclase
heterodonta, orden Veneroida y perteneciente a la superfamilia Cyamioidea. La
superfamilia Cyamioidea no tiene bien definido a las familias por las cuales esta
compuesta, sin embargo, algunos de los grupos taxondmicos que se han identificado
dentro de esta superfamilia son las familias Gaimardiidae, Cyamiidae, Sportellidae y
Neoleptonidae (Passos et al., 2011). Cabe sefalar que algunas de estas familias han sido
consideradas como sinénimos o taxa hermanos como es el caso de las familias
Gaimardiidae y Cyamiidae (Morton, 2005). A través de los primeros analisis filogenéticos,
realizados con marcadores ribosomales nucleares, donde se incluyeron estas familias
Taylor et al. (2007) determind que el taxdn perteneciente a la especie Gaimardia trapesina

(Gaimardiidae) se agrup6 cerca de taxa representativos de la superfamilia Ungulinidae
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Figura 3: Localizacion de las especies del género Kidderia en regiones Antarticas
y Punta sur de América (Subantartico). Segun el ultimo reporte realizado tras la
expedicion en la region del Arco de Escocia por Zelaya (2005), se informa de tres

especies ya conocidas y otras dos no descritas. Imagen modificada Brandt, 1999.
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y no cerca de la superfamilia Cyamioidea como habia sido considerado. A pesar de las
discordancias anteriores nuevos estudios filogenéticos denominados “arboles de vida de
bivalvos” han permitido al menos establecer la relacién evolutiva cercana entre las
familias Cyamiidae y Gaimardiidae, de igual forma la incorporacidon de nuevos taxa iran
esclareciendo mejor estas relaciones, al menos a nivel de género (Bieler et al., 2014,

Gonzalez et al., 2015 y Combosh et al., 2017).

2.5 Utilidad de los estudios filogenéticos y filogeograficos en modelos antarticos

En los ultimos afos, algunos estudios han mostrado la utilidad potencial de
técnicas moleculares en estudios de taxonomia molecular en la Antartica (Chown et al.,
2015). Su uso puede proporcionar una valiosa fuente de datos para entender la estructura
genética de las poblaciones de especies antarticas. Ademas, se ha puesto de manifiesto
el grado de variacion genética contenida dentro de una especie, e incluso puede ser un
factor decisivo en la reclasificacion de especies o subespecies (Fraser et al., 2009, Dettai

et al., 2011 y Williams et al., 2012).

Uno de los marcadores seleccionados para este estudio es la subunidad
pequeina del ARN ribosomal, cuyas siglas en inglés son ssu (small subunit rRNA), como
marcador nuclear. Su uso ha sido descrito debido a algunas caracteristicas particulares,
por ejemplo, que es altamente conservado exhibiendo bajas tasas de mutacién en
general. Presenta baja variacion intraespecifica y alta variacion interespecifica, siendo
muy util en algunos casos para delimitacion de especies (Miller et al., 2013 y Ellegren et
al., 2016). Ademas, estos marcadores genéticos nucleares a menudo son utilizados para

estimar abundancia relativa y diversidad de especies en muestras del medio ambiente,
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anadiendo que han sido recomendados como imprescindibles en la descripcion de
nuevas especies (Blasco et al., 2016, Miller et al., 2013 y Ellegren et al., 2016). Una de
las ventajas adicionales de los marcadores nucleares es su representacion en las bases
de datos. A su vez, estos marcadores han revelado divisiones filogenéticas profundas en
moluscos, equinodermos, artropodos, entre otros, indicando divergencias historicas
vicariantes (Ellegren et al., 2016).

Dentro de los marcadores moleculares mas utilizados para establecer patrones
filogeograficos esta el gen citocromo oxidasa | (cox7) encontrado en el genoma
mitocondrial (Miller et al., 2013). Una caracteristica del genoma mitocondrial es la
ausencia de recombinacion. Por esta razon, las distintas posiciones polimérficas
observables en un conjunto de datos de ADN mitocondrial (ADNmt) comparten una

genealogia comun.

Varios factores contribuyen al ritmo rapido de evolucion del ADNmt algunos de
estos, por ejemplo, son los ineficientes mecanismos de reparaciéon del ADN en las
mitocondrias y el ambiente oxidativo del sistema mitocondrial por la presencia de
especies reactivas de oxigeno a los que esta expuesto el ADNmt en el organelo. Ademas,
el ADNmt esta desnudo (es decir, no esta estrechamente unido a las proteinas histonas
y que pueden limitar la evolucion en el ADN nuclear). La rapida tasa mutacional del
ADNmt se refleja dentro de la mayoria de las especies animales (Rogers, 2007). Por otro
lado, los marcadores mitocondriales tienen la ventaja de evitar problemas relacionados
con copias multiples como en los nucleares. También otro punto a considerar es que las
frecuencias de haplotipos pueden derivar rapidamente y se pueden identificar variaciones

genéticas entre poblaciones en lapsus de tiempo cortos, es por eso que la ausencia de
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recombinacion permite que dos haplotipos independientes coalescan rapidamente en el
ancestro comun mas reciente, de esta forma la monofilia puede ser alcanzada mas rapido

que en genes autosomicos nucleares (Hewitt, 2004, Avise, 2009 y Riesgo et al., 2015).

En relacién con otras areas marinas, entre la regién Subantartica y Antartica
existen linajes que han evolucionado de forma independiente permaneciendo
morfolégicamente indistinguibles entre si (especies cripticas), es por eso que en estos
ambientes las herramientas moleculares han permitido describir nuevas especies o
aclarar relaciones evolutivas entre diferentes géneros de la fauna marina Antartica

(Roger, 2007, Cook, et al., 2010, Riesgo et al., 2015 y Chown, 2015).

Hasta hoy los estudios filogenéticos se han centrado en entender la variabilidad
genética entre organismos antarticos/subantarticos y la diversidad genética de sus
poblaciones, permitiendo correlacionar los modos de reproduccion y los patrones
espaciales de distribucidon que poseen estos organismos a procesos de divergencia
genética asociado a tiempos geoldgicos donde se sabe que ocurrieron eventos tales
como la formacion e intensificacién de la CCA, que pudieron haber sido determinantes
en la promocion de la especiacion y divergencia de especies que habitan en el océano
Austral de especies (Patarnello et al., 1996, Zane et al., 1998, Linse et al., 2007, Janosik

et al., 2011, Gonzalez-Wevar et al., 2012 y Hiine et al., 2015).

Tres principales caracteristicas hacen de Kidderia un buen modelo bioldgico para
este tipo de estudios: (1) la ausencia de una fase larval, predice un bajo potencial de
dispersion, (2) la presencia de taxa similares en ambos ambientes, supone la divergencia

de dos 0 mas especies, (3) su distribucién geografica en ambientes antarticos sugiere
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alta estructuracion poblacional en poblaciones espacialmente separadas de la misma
especie. Es por eso que las especies del género Kidderia constituyen un buen modelo
para avanzar en la mejor comprension de procesos de colonizacion, estudiar la historia
evolutiva, y evaluar modos y tiempos de especiacion y diversificacidn de invertebrados

marinos que habitan el intermareal de la Antartica y Subantartica.

Este estudio aportara nuevos antecedentes para una mejor comprension de la
relacion faunistica entre Antartica y Sudamérica y el papel de ésta en la evoluciéon de
invertebrados bentdnicos marinos, y en el caso de las especies modelo se plantean las

siguientes preguntas:

1. ¢ Son validas las especies del género Kidderia? ;Cual es la relacion filogenética
entre las especies de Kidderia? ;Son las especies de Kidderia encontradas en las

regiones Subantartica y Antartica especies congenéricas?

2. Debido a que las especies de Kidderia tiene un bajo potencial de dispersion, ¢ Cual
es el patrén de distribucion espacial de la diversidad genética dentro de Antartica?
¢ Existe estructuracion poblacional entre localidades diferentes de la Peninsula

Antartica?
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2.6 HIPOTESIS:

H1: Debido a barreras histéricas que limitaron el flujo genético entre la Antartica y
regiones Subantarticas, las especies de género Kidderia de ambos ambientes
corresponden a entidades taxonomicas diferentes, con un tiempo de divergencia

asociado a la intensificacion de la CCA.

H2: Dado el bajo potencial de dispersion y la distribucidn geografica de Kidderia
bicolor existe estructuracion genética entre diferentes poblaciones localizadas en la

peninsula Antartica.



20

2.7 OBJETIVO GENERAL.:

Comparar la diversidad y estructura genética de especies del género Kidderia que

habitan en la Antartica y Subantartica.

2.8 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.8.1  Estandarizacion de protocolos de PCR con partidores universales para los

genes cox1y ssu. (Resultados de esta tesis)

2.8.1.1 Desarrollar una nueva busqueda de marcadores moleculares para especies

de Kidderia mediante secuenciacion del genoma mitocondrial.

2.8.2 Determinar las relaciones filogenéticas entre especies congenéricas de la
Antartica y Subantartica, utilizando un marcador nuclear (ssu) y mitocondrial (cox1

y/o otros).

2.8.3 Realizar un analisis filogeografico de poblaciones espacialmente aisladas

de Kidderia bicolor en el continente Antartico.
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3. MATERIALES Y METODOS

Sitios de coleccién de muestras: para continuar con el desarrollo de este estudio, se

colectaron individuos de la especie Kidderia bicolor en diferentes puntos de muestreo
dentro de la region Antartica durante la expedicion cientifica Antartica (ECA) n°53,
ademas de otros sitios en la region subantartica donde se colectaron otros individuos que
serian del género Kidderia. Detalle de los sitios, coordenadas y tamafio muestreal en

Figura 4 y Tabla I.

Analisis morfoldgico a través de Microscopia electrénica de las especies de Kidderia: se

utilizé esta herramienta para apoyar la caracterizacion en base a caracteres estructurales
de: tamano (altura y largo), direccion de las vueltas o giros (abertura), caracteristicas de
la charnela (bisagra que une las valvas de los bivalvos, disposicion de los dientes),
detalles de las ornamentaciones esculturales presentes en la superficie, area del seno
paleal, posicion del umbo respecto al eje anteroposterior y detalles de las protoconchas,
en las conchas de especies de Kidderia, ademas de las vistas internas, externas
(izquierda y derecha) y posteriores de la valva (Zelaya et al., 2004). Para ello se lavaron
las conchas, las cuales posteriormente fueron secadas y montadas en una cinta de doble
cara de carbono unida a una matriz de aluminio. Las conchas fueron sombreadas

previamente con oro para su observacion (Weiss et al., 2002).

Para identificar si los individuos de las islas Doumer y Diego Ramirez correspondian a
entidades del género Kidderia se enfatizd en visualizar la forma de las conchas y los

dientes de la charnela, esto debido a que las descripciones originales del género
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Figura 4: Mapas de los sitios de muestreo en las regiones Subantartica y Antartica.
Mapa detalle de las islas Falkland y Diego Ramirez en la regién Subantartica y la bahia
Fildes, las islas Greenwich, Livingston y Doumer en la region Antartica. Finalmente, en la

Peninsula Antartica, Rada Covadonga. Imagen modificada de Jackson et al. (2015).
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Tabla I: Sitios de muestreo, coordenadas y tamafo muestreal de los individuos del género

Kidderia recolectados durante el ano 2017.

Ramirez

Especie Localidad Coordenada Tamano
muestra
(aproximado)
Isla Doumer 64°52'0" S, 63° 35'0" W 150
Isla Greenwich 62° 30’ S; 59° 39' W 150
Bahia Fildes 62°15'S-58°51'0 100
Kidderia sp Isla Livingston 62° 39' S- 60° 35' O 30
Rada Covadonga 63°19'15"S 57°53'55"0 50
Isla Falkland 51°45'S 59°00'0 100
Isla Diego 56°31'21.20"S- 50

68°42'46.05"0
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Kidderia reportan la descripcidon de estos caracteres. Dall (1876) describe que “las
especies de Kidderia en general son especies de conchas pequenas de 4 mm con estrias
concéntricas, con dos dientes en cada valva con el ligamento interno unido. Linea del
seno paleal simple”. Ohdner (1924) reporta la forma del diente en forma de V (cironoides)
de Kidderia bicolor. E. Von Martens (1885) describi6é otras caracteristicas generales de
las que se puede inferir de su reporte en latin: concha redondeada — elongada, estrias
concéntricas, manchas oscuras en la parte posterior, margen rectilineo ventral y cara
interna de color intenso. Viviparo (testa oblonga, utraque extremitate obtuse rotundata,
radiantim striata, dorso et postice plus minusve fusco tincta, convexo, margine ventrali

rectilineo, facies interna intense colorata. Lebendig gebarend).

Extraccion de ADN: se utilizd el protocolo CTAB - proteinasa K descrito por Page y Linse

(2002) como primera estrategia, ya que ademas se probé el Kit comercial “E.Z.N.A. ®
Tissue DNA kit”, empresa OMEGA bio-tek (www.omegabiotek.com), segun el protocolo
descrito por el fabricante, sin resultados 6ptimos en cuanto a calidad y concentracion de

ADN.

Para verificar la concentracion y calidad del ADN extraido se utilizd un
espectrofotometro (NanoDrop ® ND-1000) con la finalidad de evaluar las razones de
260/280 y 260/230 y medir la concentracion del ADNg (ng/pl). Para evaluar la calidad

(integridad) de cada muestra de ADNg se realizaron geles de agarosa al 1%.

Amplificacién de genes cox1y ssu: dado la disponibilidad y uso preferencial de partidores

universales para el gen de citocromo oxidasa 1 (cox7), se utilizaron los partidores

descritos por Folmer et al. (1994) y la variante del partidor reverse HCOout descrito por
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Schwendinger y Giribet (2005), detallados en la Tabla |l. Estos partidores no otorgaron
resultados 6ptimos, obteniendo solo 8 secuencias exitosas, de 140 individuos utilizados
para esta parte experimental. A partir de estos resultados, se ha decidido desarrollar tres
estrategias para asegurar la obtencién de un fragmento adecuado del gen cox7 para los
analisis a realizar: (i) De acuerdo a la revision bibliografica desarrollada en esta tesis,
existen varios conjuntos de partidores que podrian ser evaluados (Plazzi et al. 2010,
Geller et al., 2013 y Bieler et al., 2014, Tabla Il). (i) una segunda estrategia contempla
desarrollar un alineamiento de mitogenomas para la generacion de nuevos potenciales
partidores degenerados siguiendo el protocolo descrito por Geller et al. (2013).
Finalmente, (iii) se realizara una secuenciacion masiva para obtener el mitogenoma de la

especie modelo en estudio Kidderia bicolor (ver mas adelante en item secuenciacion

masiva).

Como segundo marcador genético se seleccion6 el gen nuclear ribosomal ssu (small
subunit). Se utilizaron los partidores descritos por William et al. (2003) para la hebra

“reverse” y Winnipennickx et al. (1998) para la hebra “forward”, detallados en la Tabla II.

Las amplificaciones de ambos genes se realizaron en el termociclador Multigene
OPTIMAX TCL. Tras la amplificacion de PCR se verificd la presencia de amplicones a
través de geles de agarosa al 2%. Posteriormente, aquellas muestras que tenian una

banda nitida de amplificacion, fueron seleccionadas para su secuenciacion.
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Tabla Il: Partidores de los genes ssu y cox1 utilizados en el desarrollo de procesos de

estandarizacion de PCR (avance) y partidores que se probaran durante la continuacion

de esta tesis. SE: sin estandarizar.

Tm | Prueba
Locus Partidor Secuencia 5'2> 3' Referencia (°C) | PCR
CTG GTT GAT CCT GCC | Winnipennickx | 54 Si
ssu 18s-5'-F AGT et al. (1998)
CTT CGAACC TCT GAC | Wiliams etal. | 54 Si
ssu 18S1100-R TTT CG (2003)
LCO 1490 | GGTCAACAAATCATAAA | Folmer et al. 48 Si
cox1 (“Forward”) GATATTGG (1994)
HCO2198 | TAAACTTCAGGGTGACC | Folmer et al. 48 Si
cox1 (“reverse”) AAAAAATCA (1994)
CCA GGT AAA ATT AAA | Schwendinger | 48 Si
HCOout ATATAAACTTC y Giribet
cox1 (“reverse”) (2005)
cox1 HCOoutout | GTA AAT ATATGR TGD Bieler et al., SE No
(“reverse”) GCTC (2014)
cox1 COIF ATYGGNGGNTTYGGNAA | Plazzi et al., SE No
YTG (2010)
cox1 COIR ATNGCRAANACNGCNCC | Plazzi et al., SE No
YAT (2010)
cox1 jgLCO1490 | TITCIACIAAYCAYAARGA | Geller et al., SE No
YATTGG (2013)
cox1 jgHCO02198 | TAIACYTCIGGRTGICCRA | Geller et al., SE No
ARAAYCA (2013)
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Secuenciacion: todas las muestras amplificadas fueron purificadas y posteriormente

secuenciadas en el equipo ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer en Unidad de Innovacion
en Biotecnologia de la Facultad de Ciencias UACh, AUSTRAL-omics.

Ensamblaje y edicion: las secuencias fueron editadas y alineadas (creando una hebra

consenso o contig desde las hebras “formard” y “reverse”) con el programa Geneious Pro
9. software (Kearse et al., 2012). Para comprobar la similitud y homologia de las
secuencias obtenidas, se realizd una busqueda por similitud en la base de datos del

National Center for Biotecnology Information usando el programa BLASTn.

Secuenciacidon masiva para busqueda de marcadores mitocondriales de la especie

Kidderia bicolor. Para la prueba de aislamiento de mitocondrias se utilizo el kit comercial

“Mitochondria Isolation Kit for Tissue” (Thermo Scientific). Posteriormente con las
mitocondrias aisladas se realizd una extraccion del ADN mitocondrial utilizando las

estrategias mencionadas en item extraccion ADN. La cuantificacion del ADN se realizé

por fluorimetria (Qubit 3.0 - Thermo Scientific) y la construccion de las librerias gendmicas
se realiz6 en la Unidad de biotecnologia e innovacién AUSTRAL-omics. Hasta este punto
se esperaba obtener un ADN integro o fragmentos de ADN de al menos 500 pb, con una
concentracion minima de 10 ng/ul'y con un control positivo de PCR para ser secuenciados
mediante una plataforma de secuenciacién masiva Hiseq2500. Dado que no se logro
realizar las librerias debido a que el ADN se encontraba muy degradado obteniéndose
fragmentos menores a lo esperado, se realizara un nuevo aislamiento de mitocondrias
siguiendo el protocolo descrito en Gaitian et al., (2016) utilizando individuos de uno de

los sitios de muestreo del verano 2017.
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Por lo tanto, se procedera a realizar una secuenciacion masiva de la especie
Kidderia sp., con la finalidad de obtener secuencias de al menos los trece los genes que
codifican proteinas mitocondriales con posibilidades de reconstruir el genoma
mitocondrial completo. Para ello se realizara una secuenciacion masiva en el equipo
Miseq lllumina de la unidad AUSTRAL-omics, realizando un enriquecimiento con el ADN
de la especie previa a la generacion de la biblioteca gendmica con el Kit Nextera 2x150pb
con salidas de 1.000.000 de lecturas. El ensamble de las lecturas obtenidas sera
realizado de novo. La aproximacion para la reconstruccion del genoma mitocondrial se

realizara utilizando el programa Geneious Pro 9. software.

Analisis filogenéticos: para realizar las reconstrucciones filogenéticas se utilizaron los

datos de secuencias editadas de este estudio y se realizé una busqueda en la base de
datos publica Genbank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed) para enriquecer la base
de datos con secuencias de otros bivalvos antarticos. Para el desarrollo de la tesis de
magister se consideraran para una nueva busqueda bivalvos de otras regiones

geograficas que pertenezcan a la familia Cyamiidae.

Para este analisis se utilizaron las aproximaciones de Maximum Likelihood (ML, maxima
verosimilitud) e inferencia Bayesiana. Se realizé una busqueda del mejor modelo
evolutivo mediante el programa JModeltest v0.1. (Darriba et al., 2011). La seleccién del
mejor modelo, fue estimado bajo el calculo de criterio Akaike (AIC) considerando una
proporcion de sitios invariables y distribucidn gamma. Seleccionado el modelo se
procedié a la busqueda y construccion del mejor arbol mediante la utilizacion de las

aproximaciones filogenéticas de Maxima verosimilitud ejecutado en el programa PAUP
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4b10 e Inferencia Bayesiana en el programa MrBayes v.3.2.6 (Ronquist et al., 2012). Para
el analisis estadistico de soporte de nodos se aplicaron 500 réplicas de Bootstrap. El
analisis bayesiano comenzo con la estructuracion al azar de un arbol con cadenas de
Markov (MCMC). Este analisis, MCMC fue realizado para 10.000.000 de generaciones,
con muestras de arboles filogenéticos cada 10000 generaciones. Las primeras 500.000
de muestras de arboles filogenéticos fueron descartados, estas muestras fueron
consideradas como la base prueba y los 9.500.000 de arboles restantes fueron utilizados

para construir el 50% del arbol definitivo.

Para los analisis filogenéticos, con las nuevas muestras de este estudio, que se
desarrollaran para la tesis de magister, los soportes estadisticos seran ajustados a 1000

réplicas de bootstrap y se aumentaran el numero de generaciones segun lo necesario.

Los analisis que se describen a continuacién seran realizados para completar los
los objetivos faltantes que corresponden a los objetivos que se desarrollaran

durante la tesis de magister.

Estimacién tiempo de divergencia de especies del género Kidderia: para estimar la

divergencia entre taxa de este género se pondra a prueba la hipotesis de reloj molecular.
Previo a asumir esta hipdtesis se relizara una Prueba de razon de verosimilitud
(Felsenstein 1981) usando DAMBE (Xia y Xie, 2001). Con el fin de proporcionar una
restriccion informativa sobre la altura de la raiz (es decir, la divergencia de veneroides de
otros bivalvos de la subclase heterodonta) se examinaran los datos fésiles disponibles

del orden Veneroida segun lo descrito por Lauriat-Rage et al., (2002). Los tiempos de
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divergencia se mediran usando el analisis bayesiano de reloj relajado en el programa
BEAST v1.8.1.

Delimitacion de especies: para delimitar los grupos de especies de este estudio, se

plantean dos enfoques. En primer lugar, el modelo de umbral multiple General mixed Yule
Coalescense (GMYC) (Fujisawa et al., 2013) que se llevara a cabo utilizando la
aproximacion “Species Limits by Threshold Statistics” (SPLITS v1.0-19) en el programa
R (www.r-project.org), implementado por Monaghan et al. (2009). Este es un método
basado en verosimilitud, que delimita las especies ajustando modelos ramificados intra y
entre especies a un arbol de genes reconstruido. El arbol ultramétrico de entrada se
obtendra del analisis de tiempo de divergencia descrito anteriormente, aplicando el
modelo de reloj molecular. Los clusters unicos de "especies" obtenidos con el gen ssu
seran resueltos como grupos multiples de especies utilizando el mismo método GMYC
con marcadores de ADN mitocondrial. En segundo lugar, se realizara una prueba de
divergencia intraespecifica basado en el “barcoding gap”, utilizando el programa

Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) (Puillandre et al., 2012).

Analisis_filogeograficos: Para estimar los niveles de polimorfismo genético en las

poblaciones antarticas de Kidderia bicolor se utilizaran indices de diversidad estandar:
numero de haplotipos (k), numero de sitios segregantes (S), diversidad de haplotipos (H)
y el numero promedio de diferencia pareadas entre secuencias (1) para cada region

usando DnaSP 5.00.07 (Librado y Rozas, 2009).

Para determinar la estructuracion genética de las poblaciones de Kidderia bicolor

se estimaran los valores del indice de diferenciacion genética (Fst), que mide el grado de
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diferenciacion entre poblaciones, el cual puede ser afectado por diferentes procesos tales
como conectividad entre las poblaciones, tamafo e historia de cada poblacion. Estos
calculos se realizaran a través del analisis de Fst pareados. Ademas, si existen grupos
genéticos diferenciados (por ejemplo, islas versus peninsula) entonces se realizara un
analisis de AMOVA, el cual es un analisis jerarquico de la varianza genética entre grupos
(Fct), localidades dentro de cada grupo (Fsc), y entre todas las localidades (Fst). Estas
estimaciones seran obtenidas con el programa ARLEQUIN v.3.51 (Excoffier et al., 2010).
Se realizaran 10000 permutaciones no paramétricas para asegurar precision en la
probabilidad final. Para determinar si las secuencias analizadas siguen un modelo
molecular neutral, y para realizar inferencias demograficas histéricas se realizaran
pruebas de neutralidad utilizando el test D de Tajima (1989) y el Fs de Fu (1997). El test
de Tajima se fundamenta en el hecho que, en un modelo neutral, las estimaciones del
numero de sitios segregantes y el numero promedio de diferencias nucleotidicas estan
correlacionados. El test de Fu estd basado en el modelo de sitios infinitos sin
recombinacion. Se estima la probabilidad de observar una muestra aleatoria con un
numero de alelos iguales o0 menores que el valor observado, dado el nivel observado de
la diversidad y la suposicion de que todos los alelos son selectivamente neutrales. Ambos
estadigrafos seran calculados en el programa el ARLEQUIN.

Para reconstruir relaciones genealdgicas de los haplotipos de Kidderia bicolor se
realizaran redes de haplotipos utilizando el algoritmo Median-Joining con el programa
Network 4.6 (Réhl, 2002). Este método permite realizar reconstrucciones simples de
filogenias basadas en datos genéticos intraespecificos como la variacion del ADN

mitocondrial (Bandelt et al., 1999 y Posada y Crandall, 2001).
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4. AVANCES DE RESULTADOS

Descripcion morfoldgica con imagenes de microscopia electronica.

A continuacion, se detallan las descripciones morfoldgicas realizadas para las especies

que corresponde a las muestras con las se contaban para este avance, del afio 2016.

Se obtuvieron imagenes de la concha externa e interna con la finalidad observar las
ornamentaciones de la concha, los dientes de la charnela y la presencia de la linea paleal.
Dado la concordancia de estos caracteres morfologicos, descritos para esta especie, y la
imagen disponible en el libro “Marine wildlife King George Island — Antarctic” (Schories
ed., 2016), permite determinar que los individuos de Isla Doumer podrian corresponder a

la especie Kidderia bicolor.

Kidderia bicolor, Isla Doumer (Antartica): conchas con longitud maxima observada de
4 mm (radio ancho/altura=0,4+0,2, n=25), oval, moderadamente alargada. Umbos
anchos, subcentrales cercanos al extremo anterior. Superficie de la concha bastante lisa,
con estrias concéntricas marcadas, de color rosaceo y margenes blanquecinos. Linea
paleal Ausente. Presencia de 2 dientes o dientes bifido en forma de V. Vistas laterales

exteriores e internas de ambas valvas derecha e izquierda en Figura 5.

Kidderia sp2, Isla Diego Ramirez (Subantartica): conchas de longitud maxima
observada de 3,5 mm (radio ancho/altura=0,4+0,1, n=6), de contorno oval o algo
subcuadrangular o trapezoidal alto, moderadamente inflada; umbo algo desplazado hacia

atras, prominente y amplio. Superficie de la concha con estrias concentricas
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Figura 5: Kidderia bicolor (Martens, 1885) de Isla Doumer, Antartica. A. Vista lateral
exterior de valva derecha. B. Detalles de las esculturas de la concha en la valva derecha.
C y D. Detalles de la protoconcha E. Vista interior valva izquierda. F. Zoom diente de la
charnela. G. Vista interior valva derecha. H. Zoom diente charnela. Escala imagenes B,

CyD =100, 60 y 200 um, respectivamente.
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levemente marcadas. Linea paleal ausente. Dientes de la charnela reducidos. Vistas

laterales exteriores de ambas valvas derecha e izquierdas, y vistas internas de la concha

en Figura 6.

Kidderia sp1, Isla Livingston (Punta Hannah - Shetland del Sur): conchas con longitud
maxima observada de 4 mm (radio ancho/altura=0,3+0,2, n=5), oval y alargada. Umbos
anchos, subcentrales cercanos al extremo anterior. Superficie de la concha lisa, con
estrias concéntricas marcadas. La Figura 7 muestra solo imagenes de la parte interna de
ambas valvas. Debido a la presencia en la charnela de 2 dientes en forma de V

caracteristico del género Kidderia, esta especie podria ser Kidderia bicolor.
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- *40 2 mm

Figura 6: Kidderia sp1 de la Isla Diego Ramirez, Subantartica. A. Vista lateral exterior
de la valva derecha. B. Vista interna valva izquierda. C. zoom diente de la charnela D.

Vista interna valva derecha E. zoom diente charnela.
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Figura 7: Kidderia sp2 de Isla Livingston (Punta Hannah - Shetland del Sur). A. Vista
interna valva derecha. B. zoom diente charnela. C. Vista interna valva izquierda D. zoom

diente charnela.
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Diversidad genética

A partir de las muestras de la especie Kidderia bicolor de la Isla Doumer (region
Antartica), se secuenciaron los genes ssu y cox1. En el caso de las muestras de la Isla
Diego Ramirez soélo se obtuvieron secuencias para el gen ssu. En el caso del gen ssu no
se encontraron sitios polimérficos en el fragmento analizado de secuencias obtenidas de
una misma localidad. Por otro lado, un alineamiento de 940 pb con una secuencia de
Kidderia bicolor y una secuencia de Kidderia sp2, detecté 13 sitios polimorficos entre

ambos taxa.

En el caso del gen cox1, se analizaron ocho secuencias exitosas resultantes de
los productos de PCR secuenciados, de los individuos provenientes de Isla Doumer,
encontrando tres haplotipos entre las secuencias analizadas, en la determinacion de los

indices de diversidad, detallado en la Tabla Ill.

Reconstruccion filogenética preliminar

La reconstruccion filogenética se realizdé con un alineamiento de 845 pb para el gen ssu
y 528 pb para el gen cox1. Como resultado de la busqueda del modelo evolutivo, los
modelos seleccionados fueron TIM1+1+G para el gen cox7y TIM3+I+G para el gen ssu.
Tras la seleccion del modelo se procedio a la reconstruccion del mejor arbol mediante las
aproximaciones filogenéticas de Maxima verosimilitud e Inferencia Bayesiana. Para el
analisis maxima verosimilitud los valores de -LnL del arbol ML fueron 4464.6 para el gen

cox1y 3375.8 para el gen ssu.
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Tabla lll: indices de diversidad genética. Los indices del gen cox? obtenidos por los

programas DnaSP (S, Pi y Hd) y Arlequin (N° haplotipos, He y n° de alelos)

Locus cox1

N° Secuencias 8

Largo alineamiento (bp) 528

N° sitios polimérficos (S) 40

Diversidad nucleotidica (11) 0,03

Diversidad Haplotipica (Hd) 0,46

N° Haplotipos 3

He 0,33
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Dado el uso y utilidad del marcador molecular ssu para realizar reconstrucciones
tanto en unidades taxondmicas mayores, como a nivel de familias, se realizé una
reconstruccion filogenética preliminar con este gen, utilizando las secuencias de las taxa
de Kidderia obtenidas de este estudio. Ademas, se realiz6 una busqueda de secuencias
adicionales en la base de datos publica Genbank de familias de bivalvos antarticos de
ordenes taxonomicos diferentes. Detalle de las especies a las cuales pertenecen las

secuencias y su numero de acceso en Genbank en Tabla IV.

En el caso del gen cox? se utilizaron solo las secuencias de haplotipos unicos. Para
enriquecer el conjunto de datos con nuevas secuencias, se realizé una busqueda de
secuencias de especies de familias hermanas a la cual pertenece el género Kidderia.
Cabe sefalar que solo existen tres taxa con datos genéticos para la familia Cyamiidae,
donde las especies Peregrinamor gastrochaenans y Peregrinamor ohshimai, no son de

la regidon Antartica.
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Tabla IV. Grupos internos y externos usados para los analisis filogenéticos en esta tesis.
Contiene el nombre cientifico de cada especie, localidad geografica y codigo de acceso

a la base de datos publica de Genbank.

Especie N° acceso ssu N° acceso cox1
Cyamiomactra laminifera KC429382.1 KC429131.1
Gaimardia trapezina AM774546.1 KX713464.1
Lissarca notorcadensis | =~ -—-—-m-mm- KF612461.1
Lissarca miliaris KP340860.1 | ———-mmmemmmeeme
Yoldia eightsii KC984696.1 KC984730.1
Peregrinamor gastrochaenans AB714771.1 AB714895.1
Peregrinamor ohshimai AB714772.1 AB714896.1
Mysella charcoti KC429372.1 | e
Adacnarca nitens KT757767.1 |  --——-mmmm-
Adacnarca limopsoides KP340849.1 |  -—————m-
Philobrya magellanica KP340855.1 |  ———--—mmmm-
Philobrya crispa KP340859.1 |  -————mm-
Laternula elliptica AY192687.1 NC_022846.1
Grupos externos
Limatula ovalis AJ422060.1 | -
Venus antiqua | = -———m————e- JF301941.1
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Como se puede observar en la Figura 8, el arbol filogenético presenta dos grandes
clados. En el clado de interés, se genera un subclado donde se agrupan las especies
Cyamiomactra laminifera, Gaimardia trapesina y Kidderia sp2 (este estudio) mientras que
Kidderia bicolor aparece en un terminal diferente dentro del grupo, siendo la especie basal
del clado, con buen soporte de la probabilidad posterior bayesiana y bootstrap de analisis
de maxima verosimilitud Esta ubicacion permite inferir que eventualmente Kidderia bicolor
pudiera ser el ancestro de las especies contenidas en ese subclado, destacando que los
taxa externos corresponden a especies que pertenecen a familias hermanas del género
Kidderia.

El mismo analisis fue desarrollado para el gen cox? donde se observa que los
haplotipos encontrados entre los individuos estudiados se ubican en un clado asociado
al taxon Cyamiomactra laminifera el cual pertenece a la misma famillia Cyamiidae, familia
en la cual ha sido clasificado por morfologia Kidderia bicolor, cuyos terminales comparten

el mismo ancestro, como se observa en la Figura 9.
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Figura 8: Filogenia molecular del gen ssu de bivalvos Antarticos. Valores de los

nodos muestran la probabilidad posterior bayesiana y el soporte bootstrap de maxima

verosimilitud respectivamente.
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Peregrinamor ohshimai
0,97/64 AB714896.1
Peregrinamor gastrochaenans
AB714895.1
~0,50/50
——— Cyamiomactra laminifera
KC429131.1
1/97
Kidderia bicolor (hap3)
1/99
Kidderia bicolor (hap1)
1/99
Kidderia bicolor (hap2)
Gaimardia trapesina
0,73/68 KX713464.1
Yoldia eightsi
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02

Figura 9: Filogenia molecular del gen citocromo C oxidasa | (cox7) de bivalvos
Antarticos. Hap 1, 2 y 3= Haplotipos. Valores de los nodos muestran la probabilidad

posterior bayesiana y el soporte bootstrap de maxima verosimilitud respectivamente.



44

5. DISCUSION

Este estudio muestra el primer analisis filogenético realizado con especies del
género Kidderia. La biodiversidad marina del continente Antartico y de regiones
Subantarticas para algunos taxa de bivalvos permanece sin ser estudiados en detalle, es
por eso que la identificacion de especies tanto morfolégicamente como genéticamente es

esencial para una correcta clasificacion taxonémica.

Con la finalidad de investigar los origenes evolutivos y la radiacion latitudinal de la
familia Cyamiidae pobremente conocida en el Océano Austral y Antartico, se realizé una
identificacion de individuos pertenecientes a esta familia, a través de algunos caracteres
morfoldgicos y utilizando herramientas moleculares secuenciando dos loci, uno nuclear

(ssu) y uno mitocondrial (cox1).

Lo primero que se quiere esclarecer es si los taxa de Kidderia son validos y si su
identificacion por morfologia que situa a las especies de Kidderia dentro de la familia
Cyamiidae es correcto. Al revisar la literatura de la clase Bivalvia en general se puede
notar que aun hay relaciones evolutivas no resueltas. En conclusion, este estudio es
relevante por dos razones. Primero, las diferentes expediciones que se han realizado en
el continente Antartico y en la regiéon Magallanica han registrado diferentes especies sin
claves taxonoémicas claras, es asi como en bivalvos los datos morfoldégicos no han
conducido a una filogenia estable, ni a una taxonomia de nivel superior ampliamente
aceptada (Taylor et al., 2007). Por lo tanto, es necesario realizar una aclaracion acerca
de los caracteres que fueron determinantes para sefalar que las especies de la familia

Gaimardiidae y Cyamiidae corresponden a entidades diferentes y no a la misma o
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sindnimas unidades taxondémicas como han sido tratadas en el registro de la literatura
histérica. Por ejemplo, algunas caracteristicas morfoldgicas que relacionan a miembros
de las familias Cyamiidae y Gaimardiidae, fueron reportadas por Morton (1979) donde
sefala que los dientes de la charnela son de tipo lucenoide, con un ligamento que es
subinterno o externo en Gaimardia y Kidderia, caracteristicas comunes en ambas
familias. Ademas, declara que ambos grupos estan cercanamente relacionados y
considera que Gaimardia es una subfamilia de los Cyamiidae. De lo declarado por Morton
(1979) se destaca que hasta esa fecha no existen estudios sobre la morfologia funcional
de los Cyamiidae y Gaimardiidae. Es por eso que dentro de estos géneros se produce
una confusién al momento de clasificar sus especies, como es el caso de los géneros
Gaimardia (Gaimardiidae) y Kidderia (Cyamiidae). Segundo, la falta de incorporacion de
nuevos datos genéticos para especies de bivalvos que habitan las regiones de este
estudio, se ve limitado por periodos de muestreos acotados. Lo anterior se traduce en no
incluir nuevas secuencias de ADN de especies, que solo han sido descritas por
morfologia, en reconstrucciones filogenéticas a nivel de familia que se han realizado en

estos ultimos afnos de la clase Bivalvia (Gonzalez et al., 2015 y Combosh et al., 2017).

La falta de claridad dentro de las relaciones evolutivas de la superfamilia
Cyamioidea, y en general de la clase Bivalvia se debe en gran parte a lo que sefala Cook
et al., (2010), donde discute que los taxbnomos tradicionales raramente explicitan sus
meétodos de delimitacion de especies, ya que las caracteristicas para poder clasificar
diferentes entidades en parte deben ser inferidos por cada lector. En lo mas basico una
especie podria ser un tipo morfolégico que es diferente de otros tipos (Mayr, 1996). Para

algunos taxdonomos practicantes, esto podria ser suficiente, pero para otros usuarios de
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taxonomia, es importante capturar otros aspectos de la biodiversidad (por ejemplo,
grupos genéticos, diversidad genética, diversidad de linajes evolutivamente distintos), en

lugar de identificar sélo discontinuidades morfolégicas (Hey, 2001).

Es por eso que los datos moleculares dieron inmediatas contribuciones a la
taxonomia y filogenia de los bivalvos, a pesar que aun es discutida en literatura la falta
de consenso de enfoques metodologicos compartidos para recuperar y analizar datos
moleculares en bivalvos. Por otro lado, Giribet y Distel (2003), discuten que la morfologia
resuelve nodos mas profundos que las herramientas moleculares mientras que las
secuencias de ADN son mas adecuadas para las divergencias recientes (Giribet y Distel,
2003; Mikkelsen et al., 2006 y Plazzi et al., 2010). Es importante seialar que para mejorar
la filogenia de los bivalvos se han realizado intentos de unir la morfologia con
aproximaciones genéticas como en los trabajos realizados por Giribet et al. (2002) y Bieler

et al. (2014).

Actualmente, por medio de aproximaciones filogenéticas a mayor escala se ha
demostrado la monofilia de las 5 subclases por los cuales estd compuesto la clase
Bivalvia (Taylor et al., 2007, Plazzi et al., 2010, Sharma et al., 2013, Bieler et al., 2014,
Gonzalez et al., 2015 y Combosh et al., 2017). Sin embargo, dentro de la subclase
Heterodonta, las relaciones taxondmicas inferiores permanecen en duda, como ocurre
en los 6rdenes Myoida y Veneroida (Matsumoto et al., 2003, Williams et al., 2004 y Taylor

et al., 2007).

Segun los resultados de microscopia electronica, el caracter morfologico clave

para sefalar que el taxa denominado hasta aqui como Kidderia sp2 no corresponde, es
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debido a que no presenta el diente en forma de V o también referido como bifido
caracteristico del género Kidderia (Ohdner, 1924). Dado que los dientes de esta especie
son muy tenues casi ausentes y la forma trapezoidal lisa de la concha se puede asociar
con la descripcion de una especie de Gaimardia (Hedley, 1916), que tampoco el taxén
Gaimardia trapesina debido a que la forma de la concha externa no corresponde. Su
confusion pudo deberse a que la concha externa presenta la forma trapezoidal o
subquadrandular caracteristico de la especie Kidderia subquadrata (Shavica, 1974). Lo
anteriormente sefalado se condice con los resultados filogenéticos obtenidos con el gen
ssu ya que el denominado taxa Kidderia sp2 se agrupa cercano al taxén Gaimardia
trapesina. Por lo tanto, el status de las especies de la Isla Diego Ramirez permanece

como indeterminada, con probable asociacion al género Gaimardia.

Cabe senalar también que los registros muestran que las especies de Kidderia han
sido confundidas en diferentes puntos dentro de la region Antartica. En el estudio de
Clarke (1996) reporta la presencia de Kidderia bicolor en Isla Amsler, donde se ubica la
base estadounidense Palmer. Mientras que Barnes et al. (2004) reporta como
“gaimardido” a Kidderia sp en las Islas Georgia del Sur. Asi mismo, Aghmich et al. (2016)
reporta a Kidderia subquadrata en la Isla Rey Jorge (Shetland del Sur), sin embargo, ésta
ultima se asemeja a la Kidderia bicolor descrita por Schories (2016). Esta ultima

referencia fue la usada para describir a Kidderia bicolor de este estudio.

De acuerdo a lo anteriormente sefalado se requiere evaluar nuevamente este

género con nuevas muestras de esta localidad con las que ya se cuenta.
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Segun los resultados filogenéticos obtenidos, realizado con el marcador nuclear
ssu se puede observar en la Figura 8, que en un clado se agrupan los taxa de Kidderia
bicolor, Kidderia sp2, Cyamiomactra laminifera y Gaimardia trapesina, siendo Kidderia

bicolor basal en el clado y posiblemente ancestro comun de los demas taxa.

En la reconstruccién realizada con el marcador mitocondrial cox?, se logrd
identificar que los haplotipos de los individuos de Kidderia bicolor se agruparon junto al

taxén de Cyamiomactra laminifera, miembro de la familia Cyamiidae (Figura 9).

Como se observa en la Figura 9 los taxa de Cyamiomactra laminifera y Kidderia
bicolor respecto a Gaimardia trapesina, se encuentran separados en clados parafiléticos.
Esta filogenia es discordante respecto a la filogenia obtenida con el gen ssu, dado que
los taxa de Kidderia, Cyamiomactra y Gaimardia se agruparon juntos. Esto puede
deberse a las siguientes razones: (i) no se contaban con los mismos taxa, debido a que
no estaban disponibles para ambos genes de este estudio, por ejemplo, Mysella charcoti
taxon disponible solo para el gen ssu. (ii) El fragmento analizado para el gen ssu fue de
845 pb versus 528 pb para el gen cox7 y considerando las diferentes variabilidades en
sus tasas de mutacion, siendo alta para cox? y bajo para el gen ssu, hace que el
fragmento analizado no otorgue la suficiente resolucidn en los arboles inferidos, segun la
informacion genética que se puede obtener de cada gen, evidenciado en el bajo soporte
en uno de los nodos del arbol de la filogenia molecular de cox7 en el clado donde se
ubican los haplotipos de Kidderia bicolor. (iii) De acuerdo a lo anterior, también cabe
senalar que el numero de individuos utilizados en este analisis fue diferente debido a que

solo existia una secuencia para algunos taxa, es decir un haplotipo por cada taxén.
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Finalmente, (iv) la diferencia entre las tasas de sustitucion entre ambos marcadores
podria explicar esta discordancia. Para el gen cox1 se reporta una tasa de sustitucion de
1.3%/Ma' (Wilke et al., 2009) y para el gen ssu una tasa de 0.006-0.04 %/Ma (Anne,

2006).

Esta primera aproximacion filogenética realizada con el gen ssu (Figura 8) es
concordante con los estudios realizados por Gonzalez et al. (2015) y Combosh et al.
(2017) agrupando los taxa representativos de las familias hermanas (Cyamiomactra y
Gaimardia) junto con los taxa de este estudio en un clado y, ademas permitiendo inferir
una mayor distancia genética de Kidderia bicolor ubicandose como ancestral. Se puede
corroborar también que el marcador genético nuclear ssu permitid validar
preliminarmente estos nuevos taxa de las localidades de Isla Diego Ramirez
(Subantartica) e Isla Doumer (Antartica). Estos datos se sumarian a los datos géneticos
existentes en la base publica Genbank donde se cuenta con datos para especies de los
géneros Philobrya, Adacnarca, Lissarca, Limatula, Cyamiomactra, Yoldia, Laternulla y

Adamussium.

Por lo tanto, la combinacion al utilizar tantos genes nucleares como mitocondriales
permiten reconstruir la historia evolutiva de la especie, evitando el sesgo de reconstruir
solo la historia evolutiva de los genes, lo cual seria erroneo (Cutter, 2013). De igual forma
es importante que la existencia de linajes divergentes en un gen mitocondrial sea
corroborada por la divergencia en un locus nuclear, para aclarar si esos linajes de ADNmt

reflejan la variaciéon de haplotipos a nivel de poblacién, especialmente si sélo unos
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cuantos individuos han sido secuenciados de diferentes localidades, o que los linajes

histéricos independientes debieran ser reconocidos como especies distintas.

Finalmente, sefialar que estudios mitogendmicos comparativos de especies
estrechamente relacionadas podria permitir el descubrimiento de genes mitocondriales
mas informativos para la identificacion de especies, teniendo el potencial de proporcionar
un mejor soporte nodal para la inferencia de la relacion filogenética (Cutter, 2013 y
Ellegen et al., 2016). Es asi como la informacion contenida en las secuencias de ADN
constituye una prometedora fuente de datos para determinar patrones biogeograficos de
este grupo de bivalvos bentdnicos antarticos. Por otra parte, estimar patrones de
diversidad genética y estructura en cada una de las especies y provincias analizadas
permitira comprender mejor los procesos detras de estos patrones como pudo haber sido
el impacto de los periodos glaciales en la radiacion de taxa de bivalvos a lo largo de un

gradiente latitudinal en las regiones Antartica y Subantartica.



51

6. RESULTADOS ESPERADOS

Para la primera hipétesis se espera que los analisis filogenéticos para los taxa del
género Kidderia de las regiones Antartica y Sudamerica revelen la presencia de al menos
las 5 especies que han sido descritas en esta zona. Por otro lado, se espera que la
divergencia de estos taxa Antarticos y Subantarticos sea concordante con los tiempos de
divergencia detectados en algunas familias de bivalvos (Jackson et al., 2015) asociados
a acontecimientos como la formacion y posterior intensificacion de la CCA (entre las
épocas del Oligoceno y Mioceno). Esto debido a que es importante considerar que la
hipotesis de Pearse plantea que las fuertes corrientes en el Paso de Drake en los ultimos
30 millones de anos ha desplazado y transportado a especies incubadoras a nuevas
ubicaciones en el Mar de Escocia y otros sectores dentro del continente Antartico (Pearse

et al., 2009).

En el caso de la segunda hipotesis donde se abordara una aproximacién
filogeografica, se espera que exista estructuracion entre poblaciones de Kidderia bicolor
dentro del continente Antartico. Algunos estudios poblacionales que soportan esta idea
son estudios de especies con capacidad de dispersion de larvas como las del género
Nacella, donde se observaron bajos niveles de diversidad genética y ausencia de
estructuraciones genéticas en distribuciones Antarticas (Gonzalez Wevar et al., 2012). Es
de esperar por tanto que en especies con una estrategia contrastante ocurra el proceso
inverso. Ademas, como se senald anteriormente, el mismo patrén se observd con la
especie Lissarca notorcadensis (Linse et al., 2007) encontrandose seis grupos de

haplotipos geograficamente explicitos en poblaciones Antarticas.
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Busqueda de marcadores mitocondriales por medio de secuenciacion masiva.

Actualmente para resolver problemas taxondmicos dentro de los 6rdenes de la
clase Bivalvia se esta haciendo preferente uso de marcadores mitocondriales (por
ejemplo, 16s, cox1, nad6) debido a que una existe mayor cobertura de datos genéticos
en las bases publicas (ejemplo, Genbank) lo que facilita la comparacion con los datos
que se obtengan de este estudio. Ademas, la adquisicion de marcadores variables es

requisito para continuar con la aproximacinon filogeografica.

Hasta la fecha, la mayoria de los trabajos publicados se han basado en la
amplificacion de un unico marcador de ADN (tipicamente estandar) como es el caso del
marcador mitocondrial cox7 utilizado en este estudio, cuyos partidores fueron descritos
por Folmer et al. (1994), siendo uno de los partidores universales mas utilizados en
animales. Sin embargo, su estandarizacion presenta eficiencias muy variadas de union
de estos partidores a través de los diferentes taxa, presentando reportes de fallas en
pruebas de PCR (Rubidoff et al., 2006 y Chen, 2011). Es por eso que estos marcadores
han sufrido diferentes modificaciones por parte de otros autores con la finalidad de
generar partidores especificos para los taxa en estudio (Matsumoto, 2003, Prendini et al.,
2005, Rubidoff et al., 2006, Gonzalez Wevar et al., 2010 y Chen, 2011). Lo anterior
demuestra que con este partidor no siempre se logra estandarizar protocolos de PCR,
como es el caso de este estudio. Aunque se han hecho progresos significativos hacia la
construccion de bibliotecas de referencia de ADN Uutiles para la identificacion taxondmica,
como es el caso del proyecto de codigo internacional de barras de la vida (iBOL,

http://ibol.org), tales esfuerzos se centran principalmente en marcadores cuidadosamente
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seleccionados, como es el gen cox7, dejando a un lado otros genes taxonémicamente
informativos. Para otros genes mitocondriales (por ejemplo, cytb y nad6) se ha
demostrado su efectividad en reconstrucciones filogenéticas y analisis de delimitacion d

especies (Nicolas et al., 2012 y Wu et al., 2014).

Alternativamente, se plantea la estrategia de secuenciacidon del genoma
mitocondrial completo. Este resultado puede producir un conjunto de datos completo de
referencias en un solo proceso, incluyendo genes codificantes de proteinas, ADN
ribosémico (16 y 12s), ARN de transferencia y la region de control hipervariable (D—loop).
A pesar que puede ser considerado de igual forma como un locus, la secuenciacion de
mitogenomas permitira obtener la secuencia codificante completa del gen cox1 especifico
para los taxa de este estudio y no solo el fragmento obtenido hasta ahora de 528 pb, un
tamano bastante inferior a lo esperado de 710 pb utilizando los partidores “barcoding” de
Folmer et al., (1994). Con esta estrategia existe mayor probabilidad de evitar
engorrosoros procesos de estandarizacion, que pueden ser explicados preliminarmente
en parte por la alta variabilidad intraespecifica del gen cox7 detectado en individuos de

Kidderia bicolor secuenciados hasta este avance.

Por las razones presentadas se permite justificar la realizacion de la secuenciacion

del genoma mitocondrial de al menos la especie Kidderia bicolor.
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