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RESUMEN

LaAntartida y su océdnam estado aislados efectivamente del resto de océanos y continentes
del planeta por més de 20 millones d&l@wsano Austral es uno de los ecosistaarinos mas
diversos y ricospmpuesto por un ensamble bidtico adaptado a condiciones sumamente estables
extremas de vida. Sin embarglms ultimos 60 af®eninsula Antartica ha experimentado una de
las nds altas tasas de calentamiento regional de] plgpeetando incluso a quial periodo
interglaciar deleistocenoEste calentamiento thaido efectos muy marcados en la criosfera,
registrdndose colapsos de barreras, disminucion del hialmanadncagla retraccion de glaciares.
Comprender como la biodiversidad antartica respondié a los cambios climatsosypasealos,
predecir su spuestaa cambios del clima en el futuro. La reciente y rapida difusién de las técnicas
basadas en tendmica en las ciencias ecoldgicas y evolutivas ha aumentado nuestra capacidad pez
explorar y comprender los efectos histéricos y contemporaneos del cambio climatico en la diversific:
la historia demograficka adaptacion de la biodiversidaticarita ascidiaemidocarpa verrucosa sensu
/atpes una espeaie abundamtegramistribucion etatafprma Antartica, resaltaiesimodelo
para el estudio de procesos que afectan aEsistsimadbenibjeidm de esta tesssuekar los
patrones filogeogréaficos en el Océano Antértico, para analizar los procesos historicos que determi
las distribuciones actualeda fauna benténmamo asi también predecir cual va a serdateeapu
factores ligados al cambio climatico predicho para wilizgodn como modelo de estudio a
Cnemidocarpa verrucosa

La primera aproximacion de esta tesis fuel@\yaigdnle existencia de entidades cripticas
dentro de la hoy llam@s@midocarpa verru¢asadiante la evaluacién de la genética (marcadores
COl y 18S) y la morfologia. Encontrandlmsaspecies y alga eués distribucion de la distancia
genética sugirio la existencia de, al menos, dos especie€.destroosda sensu & verrucosa
sp. Ay C. verrucosp. B)ademagsla presencia de disco basal en uno de los genotipos podria ser un
rasgo morfolégico diagndstico para diferenciar las especies. Luegoasstiestijeh étida
las poblaciones en estudio; y se readlifaremciakdgrocesos hispdeiadsterminaroAsi,C.
verrucosap. A presentd poblaciones estructuradas genéticamente, estructura no relacionada cor
distancia geografica entre las poblaasingsmo, la especie sufrid una expansiéon demogréfica luego
del ultimo maximo glacial. Por otr€@ladwrcuosap. B presentd poblaciones sin estructura genética
y estabilidad demografica. Por ultimo, al analizar las respuestas a estres@esxdesoldd €O
atmosféricacidificacion y sedimestiaat@run analisis transcriptémico y enzimaspdedda
C. verrucossp. AatalesfactoresSe encontigue la especie responde de manera diferente al estrés
por sedimentacion y acidificacion, activando en el primer caso una respuesta de depresion metab
mientras que a niveles de pH acido la ascidia activo la tipica respudsstogedssarésdar una
adaptacion a altas concentraciones de sedimentos en agua, y no asi a nivelembajuents pH.
se realizé una discusion acercapergsectivas del patron genético del pasado, para poder entenc
del cambio climaticoadigl lutienspic@ verrucosa sensu lato.
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CAPITUWGakcidi@nemidocarpa veenswsana especie clave en el
ensamble bentonico antartico

1.1INTRODUCCION GENERAL

Impulsado por una fuerte disminuciordéinGs¥érico en el limite del Eoceno / Oligoceno
la apertura del Pasaje de Drake, el Frente Polajumtadacsorriente Circumpolar Antértica (CCA)
hanestado funcionando como una barrera geografica, climatica, térmica y oceanografica entre el Oc
AustralOA)y los deméas océanesnstituyendo la barrera biogeogréfica mas efectiva del planeta
(Martinson, 2012; Pollard & DeConto, 2009; Rintoul eteadte 208lAmiento permitio el progresivo
y rapido enfriamiento de lartich y el OA que desarrollé una biota particular con escasa conexion con
el resto de los océanos y un importante proceso deirgifCinstini et al., 20H&witt, 2004
2004bPetit et al., 1999; Shlembrives at., 2017En consecuencia, el Océano Austsahta un
ecosistemaaracterizado pon alto nimero de endemigmalta diversidad, comparable a la de
sistemas templados y tropicales. De hecho, esta caracteristica hace que no se vatdigee un gradie
diversidad en el hemisferio sur como el que se registra en el hemisferio norte. La biota del OA s
desarrollado por mas de 15 a 20 mdlaéogMa)en un ambiente estable con marcados picos de
ingreso de energia en verano y bajas y cemstapézaturas. Los periodos glaciales e interglaciales
que se sucedieron luego del Migeeroaron fundamentalmente una oscilacion en el alcance de las
barreras de hielo, permitiendo que la biota se refugiara a mayores profundidades o en areas que |
congelaron totalmente generando refugios aislados entre si durante los periodos glaciales. Esto
haber generado una fragmentacion e incrementado el proceso dé/AdkpetidciBmugnell, 2012;
Halanych Blahon, 2018; Rogers, 2(@®iA)embargla, Peninsula Antartica ha experimentado una de
las mas altas tasas de calentamiento regional del planeta en las Ultimas décadas. Este calentamier
producidona masiva pérdida de hi@linpbarrerag glaciarg€ook et al., 2Q@9D16; Stammerjohn
et al., 2012 stos procesos producen grandes alteraciones en las condigioimeisdidet agua
(turbidez, salinidad, pH, g@mumentan la perturbaciéecosistemas antarticos, particularmente a
través de la pérdida de la diverbidathsg generandoambios en la estructura de los ensambles
bidticogSahade et al., 2016pmprender cdmo la biodiversidad antartica raspsncidnbios
climaticos pasadoss ayudama predecir su reaccion a cambios del clima en el futuro. La reciente y
rapida difusién de las técnicas basadas en la gendmica en las ciencias ecoldgicas y evolutivas

aumentado nuestra capacidad para explorar y comprender los efectos histpocnsep<oieiem
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cambio climatico en la diversificacion, la historia demogréfica y la adaptacion de la biodiversidad ant
(Beheegaray Caccone, 2007; Croucher et al., 2009; Palumi)idie®sl avances nos ayudan a
comprender la respuesta y la capacidad de recuperacion de la biota -amtntica yrenke a los

desafios del cambio climatico y ambiental, y fooa lorémle@ifteracione=n escenari@sfuturo.

Estudios moleculares sugieren quesventridos en los ultimosa7d@idrion como resultado
la fragmentacion vicaianza(por deriva continental y aislamiento térmico) de las poblaciones
gondwdanicas. Algunas poblaciones se desarrollaron en refugios y otras se extinguieron. Luego,
poblaciéon sufridé deriva génica y, una vez fuertemente seleccionadas para |lashlienthéésnes a
nuevas, la especiacion alopatrica fue lgHemita2008Rogers, 20D'En algunos casos las nuevas
especies se expandieron, y experimentaron contactm sshaumtdalos ciclos interglacideds
Mioceno en adelarta disposicion limitada de habitats jugd un rol importante en la estructuracion d
las poblaciones, generando muchas veces, especies geograficamente estriicjeslas
genéticamente diferentes, radiacion, e incluso complejos de espdCikskeiptiahs2004; Cornils
& Held2014; Gili et al., 2006; Held & Wagel&k@§es, 20Q7)

La faundentoitaantartica de plataforma, se caracterizdgttar de grandes predadores
durdagosy la dominancia de epifauna sésil filtradora fijada gICéarkteatt al., 2004; Gili et al.,
2006)Estas comunidade®ntras mas somesasgncuentran mas afectadas por factores ambientales
como el disturbio de hielo, turbidez, salinidad, etms dvgdrismos dominantes son en general
esponjas, am®dnas, ascidias, gorgonidos, hidrozoos, briozoos, cirripediosy conaliele osse
desarrollan hasta profundidades 0Bt (Gambi et al.,, 2000; Gutt, 2@®han descripto
numerosas especies criptinad Océano Antartico, esto es, especies genéticamente distintas que han
sido previamente clasificadas como una sola especie dada su similitud e(Bekinotdfeibgia
2006Held & Wagele, 2088jd, 2003Es asi que, el numero real de especies en Antartida ha de ser
significativamente mayor a la descripta hasta el rdonmimtee estima gespecies aln no
descriptason unamportante porcién de la biodive(fidatk! et al., 2015; Galaska et al., 2017;
Havermans et al., 2011; Riesgo et al., 2015; Wilson et al., 2007)

Enlascomunidaddgentonicas antartit@sascidias pueden ser un grupo importanth llega
incluso a ser los organismos domirj@iliest al., 2006; Sahade et al., 2098)El género
Cnemidocarp@luntsman, 19183 uno de los mas si@n especies antarticas yastdrticas,
compuesto por mas de 10 especies degitgpia®mt & Monniot, 1988midocarpa verrucosa
(Lesson, 183(Chordata, Tunicasiel estielo mas grande y abundante del Océaicd\iRuede
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habitar fondaocosos o lodssg profundidadentre 5y 770(Monniot et al., 2011; RaBspta et

al., 2005Tatian et al.,, 1998)nemidocarpa verrucesauna ascidia solitaria, libera sus larvas
lecitotroficas al agua y tiene una fuerte estacionalidad en la r@goodiecciémnal., 2009; Sahade

et al.2004; Strathmann et al., 2838 especie fue descripta inicialmente en las Islas Malvinas por
Lesson (1830), pero mas tarde fue ampliamente reportada en la plataforma antértica y se consider:
tiene una distribudi@ntacircumpolar como SuoarticéHerdman, 1881; Kott & Mather NM&68iot

& Monniot, 1983pnniot et al., 2011; Sluiter, 1905; Tur@0&®ilTanto en la descripcion original

Como en osananuscritoS, verrucosse reporta con una alta variabilidad de color, forma, y tamafio
(Kott, 1971; Tatian et al., 2005 b 2016)

1.2HIPOTESISENERALES

Cnemidocarpa verruasan complejo de especies con al menos dos en la Peninsula Antértica.

El complejo de especiesGiemidocarpeerrucosaensu latoexperimentd ciclos de
contraccion y expansion de sus poblaciones, ligados a los ciclos glaciares e interglaciares que
sucedieron en la Peninsurod.

Cnemidocarpa verrucosa sensyrégenta una respuesta activa frente a la variacion de
factores ambientales ligados al cambio climatico y la acidificacion del océano.

Predicciéir€nemidocarpa verrucosa sensmdatoara un aumento en la expresion de genes
relacionados al metabolsnevgético y a la respuesta de estrés, ante el incremento de estas variables

ambientales de cambio.
1.30BJETIVO GENERAL

El objetivo de este proyecto es estudiar patrones filogeograficos en el Océano Antartico, p
analizar los procesos histéricoslefeeminaron las distribuciones actuales de la fauna bentoénica,
utilizando como modelo de estudio a Cnemidocarpa verrucosa (Lesson, 1830). Asimismo, se ple
contribuir desde la perspectiva gendmica a predecir cual va a ser la respuesta deelalespecie fre
cambio climatico futuro, contribuyendo asi al conocimiento de perspectivas genéticas y gendémicas

la biodiveidad antartica pasada y presente

13



1.40BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la posible existencia de entidades cripticas despeciizdg llamadanemidocarpa
verrucosamediante la evaluacidmedecadores genéticos y caracteres morfologicos

2. Describir la estructura genética y demografica de las pgetatioassque se detegtesu

patron filogeografico.

3. Inferir los procesosdrisbs que determinaron la estructura genética de las poblaciones en estudio.
4. Analizar la respuestaCleverrucosade entidades cripticas se detectardmente a factores
ambientales ligados a cambio climatico, como incremento en la sedimpatatiga, yt

acidificacion, mediante la obtencion de su trangdaptosaicion de enzimas
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CAPITULD R especies y algo mas

2.1INTRODUCCION

Con el objetivo de entender la evolucion de la biodiversidad, es necesario reconocer espec
Existen diferentes definiciones de especie, un concepto unificado debe lidiar con el problema c
inferencia de los limites de las especies, y conceptos tales como especies criptiptisas pseudo
que aun deben ser ampliamente discutidas. Es necesaria la implementacion de un abord
interdisciplinario que involucre tanto datos gendmicasibcbosenotipicopara tratar esta
problematid¢ileethoff, 2018; Struck et al.,.20d8nhos eddios moleculares han revaladgejos
de especies ptitasen ascidiagal son los casos@ena intestina{iSaputi et al., 200Bdtryllus
schlosse(Bock et al., 2012; Nydam et al., 2017; Yund et glDiplifs)ma listerian(férez
Portela et al., 2018)n embargo, solo una pequefia pordifmddeesakondmicas Moleculares
OperacionaldMOTUS, por sus siglas en inglés) han sido verificadas utilizando caracteres morfologic
por ejempl@iona intestinglBrunetti et al., 2Q15)

La filogeografia se ocupa de principios y procesos que gobiernan las disgiéficéenes geo
de los linajes genéticos, especialmente aquellos entre especies cercanamentg/Aarggarentadas
2000) La estructura genética de una poblacién se puede entender como la arquitectura genética de
especiegGaffney, 2000)distribucion ateatoria de la variacion genética yemine poblaciones
(Slatkin, 1994Fn este marco se intenta explicar como los propeseslutivos que delinean la
historia evolutiva de las especies generan los patrones que hoy caracterizan la estructura genética ¢
poblaciongg\vise, 2000; Beheregaray & Caccone, 2007; Palumbi, 1994)

Para describir la filogenia de una especie y su estructura genética, es necesario producir ma:
un arbol de genes independi@tésgtt, 2001para lo cual es obligatorio el uso de loci que presenten
polimorfismo en la poblacién. Existen diferentes métodos que puedan identificar polimorfismo en el
desde marcadores universales (fragmentos altamente conservados en la mayoriastde los taxa), t
marcadores espeegpecificogGaffney, 200@® I narcador molecular ideal debe poseer variabilidad,
no estar ligado a otro locus, presentar herencia biparental y estar distribuido por(ttzdd & genoma
Leese, 2007 radicionalmente se han utilizado marcadores universales (mitocondriales y nucleare
para estudios filogenéticos, dada su facil identiiagaei®@000)os marcadores mitocondriales han
sido empleados en urag@antidad de estudios filogeograficos por poseer ciertas ventajas (haploides
no recombinan, elevada tasa de mutacion, gran niumero de copiadHpbestldh) 20G3
2003l Pero, la utilizacion de marcadores mitocondriales para la genética de poblaciones es limitadc
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gue presenta herencia materna y no se puede asumir que muestra una evolucion neutral, debido ¢
todos sus genes se comportan como un unico locus por la falta de ré8almalbch&cidihitlock,

2004) Por esta razon los estudios con marcadores mitocondriales deben complementarse con
informacion de marcadores nuc(Pa&mesPortela & Tur$2008y marcadores hipervariafpietd

& Leese, 200Ademasel uso de regiones conservadas delutlddr como marcador molecular
provee una buena fuente de informacion filogenética por encima del nivel de especie, ya que €
compartidas por un amplio rango de téRaffasy, 200@pwitt, 2001 Los estudios de filogenia y
filogeografia de ascidias han sido llevados a cabo principalmente mediante el uso del gen mitocot
del citocromo c¢ oxidasa | (COIl) y el gen nuclear 188S)é¢tezPortad et al., 2009; Stach &
Turbeville, 2002; Stefaniak et al., 2009; Tsagkogeorga et al., 2009)

Elobjetivo de este capiadavaluar la posible existencia de entidades cripticas dentro de la
hoy llamad&nemidocarpa verruc@saetivo especifith En este marco, es de interés también
resolver si las posibles especies cripticas son morfolégicamente diferenciables; como asi también ey
si las presuntas especies cripticas coocurren, y si es asi, probar si la coocurrencia puede ser expl
por ! proceso de contacto secunéarielacion casto, en este capitulo tambiéh@elar&n
parteel objetivo especifico irderir los procesos historicos que determinaron la estructura genética de

las poblaciones en estuBtudiando puntualretimodo y tiempo de especiacion
2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1Anélisis molecular

2.2.1.1Muestreo

El muestreo de las poblacion€swkrrucogaara el analisis molecular se realiz6 en diferentes
campar& (aMission Antartiquebordo d8ledna IV (200@))la Campafia Antartica de Venano
Caleta Potter, Isla Rey J(#0@7/2008)c) la campalENTARD 6, a Bol d@®. dElEs A®r
(2006); (d) la camp@iT XXIX/3, a bordofd& / V P ¢2D18)y (8)la eampaiaPD BBabr
17, a bordd e | ARP¥e At &® , @&elBaneaBurdwbdtPA Namuncura 2017 (MPAN
BB).En las campafias a y b el muestreo semediaidte buceo, mientras que en las campafias c, d
y €, se realinjediantRastra Epibentdnica o Red Ritatprofundidades de los nuestrastailda
3.1 y 3). Las estaciones de muestubeen un rango geografico deld4atitud, desde Bahia

Margarita, al sur de la Peninsula Antéartica, hasta las Islas Shetland del Sur, al norte de la Peninst
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luego en el Banco Burdwood (Argdgmend)stribucion del muestreo en la figlwra @othenclatura

de las estacionsgue aguellestablecida porf&ICAR Composite Gazetteer of Antd3i@2,

updated 202(purante el muestreo, paradatificacion de la especie se tomaron en cuenta las
descripciones de€ott (197), y Monniot &lonniot (1983Se extrajo tejido del manto (de
aproximadamenten® de tamafio) de los individuos recolectados, y seasoatamad97(Bigma
Aldrichhasta la extraccion de AlliNfue posible la recoleccién de animales enteros en el marco de los

muestreos a, b, ¢, d, y e.

O Caleta Potter

@ Isla Livingston

O Mar de Escocia O
© Shetlands L45
© Shetlands L46
@ Mar de Weddel ‘e, O
@ Isla Mikkelsen

(O Bahia Charlotte

Isla Melchior @

O Estacién Palmer

© Bahia Paradise o
O Isla Fish
@ Isla Renaud

@ Estaciéon Rothera

@,
O ® Burdwood Bank/

MPA Namuncura

O
O

o Y

Figura2.1 Distribucion de lastaciones muestreadas enréniiza y Peninsula Antértica.

2.2.1.2Extraccion de ABMcuenciacignalineamiento
Para la extraccion de ADN, se us6 aproximadamente 25 mg de tejido muscular del manto, \
utilizé el protocolo de extraccion para tejido del Kit BiNGa¢Qistyen), utilizandealumen de
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elucion final deO0 pl. Paravitar la contaminacion con ADN de otros organismos o alimentos, la
diseccion se llevo a cabo con férceps y bisturis esterilizados, aislando el manto del resto de tejidos
intestino fnica.

Para la determinacion de especies cripticas, sel gealizdtocondrial Citocroxiiaéa |
(CQI); la amplificacion se llevo a cabo con los cebadores para tunicadoq Rem) (tedaseak
et al., 2009)CveCO1IFA (Fwdpb” AGTGTTTTAATTCGAACAG@EA&hado en este trabajo con el
programa Geneigdearse et al., 2032¢| par de cebadores Deg COI F2 (Fwd) and Deg COI R2 (Rev)
(Reen et al., 201 aReaccion era@ena de la Polimerd®@R, por sus siglas en ing&erlizo
enunvoluménald e 25 ¢,025 U/ul deePromhega @oTagq GDINExiPolymerase, 30 ng de
DNA, & uM de cada cebaddmMdedNTR 2 mM de MBI protocolo de amplificacién consistio
en una desnaturalizacién inicial de 343 seguido por 36 ciclo$des a 94°G0 s a46°C, 50
s a72°Cy un paso final de elongacién de 872fi@ Ror otro ladseutilizé el gen nuclear,1€S
cual se amplificé corclelsadores para tunicados 18®l) YA 8S4 €R)(Tsagkogeorga et al., 2009)

La reaccion de PCR se llevo acaboven v ol ume n f D3l of ThikaR&2LA Tagql , u
HS, 30 ng deDA, (5 uM de cada cebadph26mMdedNTPy 0,05 mM de Betaina. El protocolo de
amplificacion consigth un primer paso de desnaturalizacion de 1 min a 94°C, seguido de 30 ciclos d
10sa 98°C, 50 s a 50°C, 2 min a 72°C, y un ultimo paso de elongacion de 1Ospirodt26€.

de laPCRfueronsecuenciadan un secuenciador ABI3730 XL automatico, utilizando para ambos
marcadores el mismo par de cebadores descriptos pdeautafPSRIWG OpeAdemania)

Las secuencias de nucleotidos fueron editadas y alineadas utilizando el algoritmo de Muscle,
el pograma&ode Code Aligner (v. 5.1.5, Codon Code Corpasaienjencias del marcador COI
fueron traducidas a aminoacidos, luego se buscaron mutaciones de cambio de marco de lectu
codonestopgcon el progrartade Code Align€on el fin de dedeala amplificacién de secuencias

de nucle-tidos que no pertenecieran a asci di

2.2.1.3nalisis filogenéticos

La delimitaci-n de especi es detonatiBaoode a ¢ al
Gap Discoveary,  AhBpE/@wwabi.snv.jussieu.fr/publig/akididando la distancia @KRimura.
ABGD del i mi tharcode mden fakistrbactdra de la(diferencia desaepéne las
secuencias, esta brecha puede ser observadaysseammie la divergencia entre los organismos
dentro de la misma especie es menor que la divergencia entre organismos de diferentes espe
(Puillandre et al., 2012)
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Para la reconstruccitngénética se calculé el modelo mas adecuado para los datos, utilizando
todas las secuencias obtenidas para el marcador COIl y 18S, empleand®etplegta?nh 9
v2016011%Darriba et al2012; Guinddh GascueR003, con 88 modelos candidd®asa las
sealiencias de COI el modelo que seejajustd a los datos fue HKN¥sggun el Criterae
Informacion ddaike (AlIC)y Criterio de Informacion Bayd&HDp En cuando a las secuencias de
18S, el modelo quéasse ajusto a los datoHK& +G+degun el criterio AIC y JC segun el criterio
BIC por lo tanto, se utilizé el modelo HKY+G+l para ambos narseaaivabside Maxima
Verosimilituty) se realaroncon eprogram&hyML 3.0Guindon et al., 2Qk®n un bootstrap de
1000 para ambos sets a@s(COI y 18Fjor separadbos andlisis de Inferencia Bayesiana (IB)
usando @rogramiirBayes v3(Ronquist et al., 2082)corrieron simulaciones de la Cadena Markov
Monte Carlo (MCMpor sus siglas en inglés), muestreando cada 100 generaciones, se verific asi €
muestras de los pardmetros del modelo de sustitucion, si lasgraliidanh la estabilizacion
y si la desviacion estandar de las frecuencias divididas éstatja ge GJara ambos sets de
datos(COIl y 18)or separaddel gen mitocomdiriCOl alcanzo la estabilidado de 500000
generaciones MCMC (Split=0,04), mientras que el gen nuclear 18S la alcanzé con un total de 20
generaciones MCMC (SHIB3EI 296 inicial se descartd cdmminlLos arboles muestreados
fueron utilizados para inferir las probabilidades posteriores del método bayesiano (BPP), para los r
y producir un arbol conseRaoa enraizar los arboles se utilizé la seceenw@acddor COI de
Botryllus schlossgila secuencia del marcador 1&dydka plicatapmo grupos externos en cada
caso.

Para estimar el tiempo de divergencia desde la especiacion, se utilizo el paquete BEAST 1
usanddodadas secuencias del gen mitocondrjaiiCllutilizacién de un grupo egleumomond
et al., 2012 omo primeagn, se generaron los archivbsitdlizando BEAUti, para ejecutar luego
tales archivos en BEAST. Dado que no exgstos fésiles adecuados, y/o tasas de mutacion
calibradas para ascidias, se utilizaron datos de otros invertebratlyslangiHastisorf2011)
estimaron la tasa de mutacion del ggrai@Ohvertebrados (de acuerddatos obtenidos e
cangrejos, erizos, y)ksilobtuvieron un rango de entre 0,016 y 0,02@®sestfor sitio poilon
deafa. Asi, se corrieron dos analisis independientes: uno utilizando un modelo de reloj estricto, con
tasa de sustitucion de O}I® sustituciones por sitio por millon deyasios utilizanthombiémin
modelo deeloj estricttonuna tasa de 0,0260° sustituciongmor sitio por millébn de aRas ambas
corridas se usolmrinde D%. Rra laconstrucciatel arbol se utilien la especiacion de daeo
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prior Se utilizé el modelo de sustitucion GTiGerte, los resultados se analizaron usando Tracer
v1.6.0 para corroborar la estabilizacion de los pa@miatros (cuando graficamente se ven como

un peineectasin tendencias obvias hacia arriba o hacia abajo o salto$.repentinos

2.2.2Analisis morfoldgico

Un total debZspecimenesnterospresuntamente pertenecientes a la €apetielocarpa
verrucosaueron analizados morfologicalyegpeméticamente con el marcadocd@d) objetivo
de poner a prueba si enxidiferencias fenotipicas entre las propuestas especiekasiptiecasas
se recolectaron durante la campafia de verano 2018 en Caleta Potter, mediante buceo entre 20
metros de profundidads especimenes fueron relajados con la utilizacséalededer mentol
(TodoDrogdjluidos en agua de fwa animales se colocaron en bandejas, donde se sumergieron en
la solucion, luego de dos horas de bafio, se probo si las ascidias respondian a un estimulo en los sif
Si habia respuesta aun, losaes se exponian al mentol por una hotnenasz alcanzada la
relajacion, los aniesdlieron fijados en etanol 96%. El next@eméiado se encuentra deposin
la coleccion dektituto de Diversidad y Ecologia Animal, IDEA, CONICET y UNC.

Se ealizo la identificacion de los principales caracteres morfolégicos internos externos pare
verrucoseesarrollados en estudios pr@Mitiar, 196®8onniot & Monniot, 1983;niral. 201®;

VanName, 194P)ara la examinacion externa se midiedimgnsionesildrgo total del cuerpo, 2
ancho total del cuerpdjiStancia entre el centro de ambos sifones; y otras caracteristicas externas:
presencia de disco basal y forma de las verrugas.

Las disecciones fueron realizadas bajo lupa (LatMdmgdOZM6) equipada con camara
fotogréafica. Luego de la diseccion se identificaron las siguientes estructurasirmseonds: 1
tentaculos orales,nZimero de vasos entre pliegues longitudinales del saco bramgeial 08
vasos en los plieglmsgitudinales del saco branquigdimero de génadas a cada lado del cuerpo, y
5 numero de pliegues en el estbtmago. Con todos los datos morfoldgicos obtenidos se construyé
matriz. Seealizaron Correlaciones lasetd Pearson entre los caragbara probar redundancia y
asi elinmmiar caracteres si es necesario.

Para el analisis estadistico se cre6 una matriz de datos mixtos con todos los caracter
morfolégicos analizados. El alto y ancho de los ejemplares no se utilizaron para este analisis, ya que
dos caracteres son muy variables debido a la naastidezdetlanimal y la cantidad de agua que
puede contener el mismo. Sin embargo, se comprobd la correlacién entre estos dos caracteres y el

de los estudiados, y no se encontré una relacién significativa. Se utilizaron analisis multivariados
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determinar las afinidades entre mues@asédocarpa verrucosa sengnfatecion dena matriz

de caracteres morfologicos. Para el analisis se realizé una transformacion logaritmica de las vari
cuantitativas (niumero de tentaculos orales, mimasosdlongitudinales en pliegues del saco
branquial, nimero de vasos longitudinales entre los pliegues del saco branquial, nUmero de génac
namero de pliegues estomacales). Se realizé un escalado multidimensional no métrico (NMDS) utili
tres dimesiones y la distancia de Gower. El andlisis de varianza multivariada no parameétric
(PERMANOVA) se utilizé para evaluar las diferencias entre los grupos obtenidos en el NMDS,
término del analisis se probd utilizando 9999 permutacagramdédadistico gratuito PAST 3.16

se utilizé para todos los analisis de datos morfidigices et al., 2001)

2.3.RESULTADOS
2.3.1Andlisis moleculares
2.3.1.1Generalidades

El fragmensdineado para COl fue dgbegcluyendo los cebadores, en total se secuenciaron
253 individuos de 14 estaciones de muestreo (https://doi.org/10.1594/PANGAEA.909707)
alineamiento no preseaids y la traduccién a aminoacidos no reveld ningsitopoddutaciones
de cambio de marco de ledtaraomposicion nucleotidétdragmento ClOoéT=40,6%, C=15%,
A=28,3%, G=16,1Bbanalisis de las secuencias reveld 28 haplotipos, 70 sitios,potie@ifao
56 parsimoniosamenfermativos.

El fragmentaineadpara 18S fue &8 plde larg@xcluyendo los cebadores, en total se
secuenciaron 312 individuos (https://doi.org/10.1594/PANGAEA&DE&ilento no presentd
gaps La composicién nucleotidical fi85.4%, C=21.6%, A=24@%28.7%De los 70 sitios
polimorficos, solo un sitio, en la posicion 444, contuvo eosjuariaaton congruentes con la
divisiore los grupos formados por ehgeoondriédrupos Ay B, ver figBa Un Unico individuo
(con el cbédigo de calén 291), mostré6 ambos nucledtidos (titosiagy lo cual puedderpretarse
como hetercigosis o hibridacion (ver la seccion de discusion de este capitulo).

Los datos de sla secuenca se pueden encontrar en NCBI GenBank
(https/www.ncbi.nlm.gibv/genba fldassecuencias compledasmarcad@BSse encuentraon
losnameros de acceso MN700BN7100623;, lassecuencias completasrdarcador COI, con su
respectiviraduccioa proteingsse encuentraon numeros de acceso MN7MR704622. Los
datos morfolégicos y genéticos se pueden encontrar en PANGEA (https: //www.panga ea.c
https://doi.org/10.1594/PANGA EA.909707.
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2.3.1.2Delimitacién de especies

El andlisis ABGD mostré una distribucaiial en la similitud de las secuencias de COI. La
distancia genética entre sexas dentro de los grupos<iyé1%, y la distancia genética entre
seceencias de diferente grupo¥0e€20% sin distancias intermedias obserfiguiaR.p). El andis
ABGD para las senuaias del marcador 18S, mssisogrupodenominados de la A, a. laaF
distancia genética entreusacias dentro de los grupo8,®0eDos grupos (llamados aqui Ay B)
fueron congruentes con los grupos identificadosisis IBRAl de las secuencias del gen COIl. La
distancia genética entre el grupo A y B fue mayor a 0,11%, sin valores intermedias observados
distancia entre el grupo C y los grupdsémayor a 2,79%; la distancia entre el grupo D y los grupos
Ai Cfue mayor a 4,85%; la distancia entre el grupo E y Iosyfupasdyor a 4,11%; y la distancia
entre el grupo F y los grugok Aue mayor a 4,49%. Esto indica que los grupos C, D, E, y F podrian
corresponder a otras especies cripticas (no JA,ano Bias distantes. Cabe aclarar que la
secuenciacion del gen mitocondrinb@@@ posibpeara los individuos asignados a los grupos C, D,
E, y F, en el analisis ABGD del gen nuclear 18S.
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Figura2.2. Frecuencia de la divergencia de a pares de las secuencias dpntaiiyasspecies
cripticadMarcador COI a la izqujerdacador 18S a la derecha.

2.3.1.3Analisis filogenéticos y estimacion de tiempo de divergencia
Los arboles filogenéticos basadosrmearcadores moleculares (COI yyl88jzando los
métodos de Maxima Verosimilitud e InfeesymsimrBmostraron topologias idénticas para cada

marcador, y separamms grupos congruentes de muediias saptados y reciprocamente
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monofiléticos, entre los arboles obtenidos con el marcador COl y el (pewbabdidb8iSosterior,

PP O 0, 99 pootstrapBm a 10Yigura2.8).eEdtos dosladoscongruentes definidos por

ambos marcadoresinaentambiéronlos agrupamientos definidos por los analisis ABGI3 de amb

genes (grupos Ay B del.BBE) i gse distribuydfen todas las estaciones a lo laRpmitesida

Ant 8rtica, mi e nt r a seseqte en alguhesatignesigipad.6). Bdemasos e st al

arboles reconstruidos émarcador nuclear separauwatro grupos extra, congruentes con los grupos

Ci1 F delimitado en el analisis ABGD (en gfiglee2&). Uno de los grupos abarcé exclusivamente

individuogde MPAMB (PP 1, BP 100; grupo D en el andlisis é&iB&dg)yndo grupo compuesto

Unicamente por dos muestras de Caleta Potter (PP 1, BP 98; grupo E en el amétisiseABGD),

grupaompuesto por una Unica muestra deBBRANIpo F en el anali§i&D), y un cuarto grupo

constituido por muestras del Mar de Escocia (PP 1, BP 99; grupo C en el analisis ABGD). Sin emb

dos individuos fueron asignados a diferentes grupesidiegendual marcador se anRlimdun

lado, el individuo 291 det&#&etter fue asignado al grupacéndegen 18Spero al grupo B de

acuerdaonCOl. Por otro lado, el individuo 116 de Estacion Palmer fue asignado @rgeripo B de

gen 8S, pero al grupo A de acuerdd@brEste patron cruzado es incompmatildedosersificacion

congruente de los genes nucleares y mitocondriales (ver discusidén mas adelante en este capitulo).
La estimacion del tiempo de divergencia entre los grupos A y B, utilizando las secuencias

marcador COlI, se calcul6 entre los 3(9B%Hagh posterior deniti?D]: 2.334.935 Ma) y20)

Ma (95%igh posterior denfiti?D]: 1.423.028 Ma).
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Figura2.3. Arboles filogenéticos obtenidos con los métddmsnte Verosimilitud e Inferencia
Bayesiana. A la izquierda, filogenia construida con el gen mitocondrial COI. A la derecha, filog
construida con el gen nuclear 18S. Se muestran Unicamente los nodos que presentaron un valc
bootstra®51y de pr ob ab 0.86Saldhske guu antpatmon de ramad espejado, las
lineas punteadas indican las Unicas dos muestras que no respetaron este patron congruente. Las r
en rojo corresponden al grupo A, las ramas azules corresponden al grupo B, grupos definidos e
analisis de deltation de especies ABGD. Las ramas en gris corresponden a los grupos C, D, E, y F «
analisis ABGD del gen 18S. Los numeros dan cuenta de los codigos de cada individo® secuenciad
colores de fondo (para cada individuo) representan las diferentes estaciones de muestreo. Tene
cuenta que no todos los individuos fueron secuenciados para ambos marcadores.
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2.3.2Analisis morfologico

Segun la bibliografia, la apariencia dat@etel€€nemidocarpa verrucosa sensedato
cuerpo grande y robusto, ovado o elipsoidal; por lo general, no comprimido lateralmente. Los indiv
analizados en este trabajo eran todos sexualmente maduros; variaron entre 5,8 cmy 17,3 cm de lon
y 4,1 cm y 9,6 cm de ancho. Los sifones estaban ubicados en la parte anterior del cuerpo. De
especimenes, solo ocho presentaron sifones a diferentes alturas. Diez muestras presentaron disco |
La tdnica, aunque dura, se presentd bastante dddgabiayda y flexible, de color naranja, marron
o amarillo en especimenes vivos. En muestras fijadas, la tunica era amarillenta, marrén o
Cnemidocarpa verrucosa sensselataracteriza por la presencia de verrugas en la tlnica. En este
estudio, glnas muestras mostraron verrugas redondeadas y lisas, otras presentaron conicas c
multiples puntas en forma de espina dorsal, y algunas mostraron ambos tipos distribuidos de dive
maneras en la tinica y sin un patrén claro. En cuanto a lascasrateerias, las variaciones
encontradas fueron las ya descriptas dentro de la especie: el saco branquial tenia cuatro pliegues er
lado del cuerpo, el numero de vasos longitudinales en los pliegues del saco branquial oscilaba enti
21, el nimerde vasos longitudinales entre los pliegues del saco branquial varié de 1 a 5. Los tentact
orales filiformes, alternando en tamafio (corto y largo), el nimero varié de 22 a 38. El intestino ubica
el lado izquierdo ventral medio del cuerpotraearegis 19 a 30 pliegues estomacales. Las gbénadas
eran tubulares, con una membrana envolvente, y ubicadas sobre el manto. Los especimenes mostt
en general, dos gbnadas a cada lado del cuerpo, sin embargo, las muestras cv12 y cv16 presentaro
enel lado derecho y una en el lado izquierdo, cv23 mostré una génada en cada lado y cv25 dos goén
en el lado derecho. Los especimenes presentan su extremo distal con gonoductos dirigidos hacia el
auricular (datos en brutbtges://doi.org/10.1594/PANGAEA.R09707
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Figura 24. Escalamiento multidimensional no métrico de las caracteristicas morfolégicas d
especimenes @everrucosa sensu ti@aleta Potté€os numeros se refieren a diferentes individuos
analizados. El color rojo indica la especie Genétinecossp. Ay el azul indi€a verrucossp. B

La forma de los simbolos indica el tipo de verrugas; circulo: redondeada y lisaatdéngulo: conic
multiples puntas en forma de espina, cuadrado: ambos tipos de verrugas. Los simbolos rellenos in
la ausencia de disco basal, y los simbolos vacios indican la presencia de disco basal.

ElanalisiNMDS separ6 daogaps entre las muest(fagura 2). Los dos grupos identificados
en el NMDS coincidieron con las muestras genéticamente identificadas como grupo Ay B en los ar
de delimitacion de especies. PERMANOVA reveld diferencias significativas entre los grupos conforn
en el anisis de NMDS (F =177 p =/0001). Todas las muestras del grupo B delimitado genéticamente
mostraron disco basal, mientras que todas las muestras del grupo A figuia#i€Casitodos
los individuos del grupo genético A presentammeiveipugas, mientras que la mayoria de los
individuos del grupo genético B mostraron ambos tipos de verrugas (cénicas y lisas). Los otros cara
morfolégicos analizados en este estudio no mostraron fered@teiaiaen uno u otro grupo.
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Figua 2.5. Foto a, individuo con disco basal; foto ¢, ejemplar sin disco basal. Fotos b.y d tomadas et
ensamble de bentos de Caleta Potter, donde se observa una gran variabilidad de caracterist
morfolégicas €h verrucosa sensu.l&oto e, verrugas lisas; foto f, verrugas conicas con mdultiples
puntas.
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2.4DISCUSION

En este capitulo, se mostré que la ascidia &narticdocarpa verrucosmprende, al
menos, dos especies genéticamente divergentes distribuidas a lo largo de la Peninsula Antartica C
C. verrucossp A \C. verrucossp. BAdemas, los resultados de los analisis morfolégicos de individuos
provenientes de Caleta Pottgier®n que el disco basal podria ser un caracter que diferenciaria a las

dos especies.

2.4.1Dos especies genéticamente diferentes

Ambos marcadores moleculares analizados en este trabajo (el gen mitocondrial COl y el ¢
nuclear 18S) distinguieromydgsos congruentes de especimenes, es asi que, se cuenta con evidencia
suficiente como para reconocer a dos especies genéticamente divergentestieotrsadee@su
latodistribuida a lo largo de la Peninsula Antartic@.Q@estecossp. A YC.verrucosap. BLos
genes nucleares y mitocondriales evolucionan de manera independiente dado quensal diferencia
modo de herencia, en la ploidia, la cantidad de recombinaciones, la presencia de intrones, la tas
mutacion, los mecanismos de reparacion, y el tamafio poblaci@idl| efEdize entonces que,
el estudio den solo tipo de marcador molecular puede conducir a sesgos sistematicos en la inferen
de los procesos evolutiBadlad & Whitlock, 2004; Seehausen et al. E2088) capitulo, ambos
marcadores mostraron el mismo patrén evolutivajitagualambas moléculas fueron impactadas
de la misma manera por los mismos mecanismos pyakitrarscurrié sufi@gi@mpo para que
pueda observarse la monofilia reciproca en ambos mhaelndesasi un caso solido a favor de la
existencia de conjuntos genéticos mutuamente aislados.

Dentro ddos resultados obtenidos el trabajo, algunos individuos no pudésro
secuenciados para el gen mitocondrial COIl, mientras que el nuclear 18S si fue secuencia
Puntualmente para estas muestras, la filogenia basada en etspdviol88nas basales que
comprenden cladpeesentaronna divergencia genética alun neéisnga con el resto de los
individuos, que la diferencia observad€.evgreucossp. Ay sp. B (Megura B y seccion de
resultado®.3.1.2donde se muestra la delimitacion de especies arrojada por el ansksgab8GD
gue los genes nucleares evolucionan a una tasa mas lenta que los if#tboc@cilgl2s; Havird
& Sloan, 2016)demas, se ha descripto, para el genoma mitocondrial de ascidias, una alta tasa ¢
substitucion y de reordenamientos genéticos, que a su vez han sido propuestas como las causant
dificultades técnicas en la PCR, delddaresencia de mutaciones en los sitios donde hibridan los
cebadorefDelsuc et al., 2018; Denoeud et al., 2010; Gissi et al., 2010; Yokobori et al., 1999, 200
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Asimismo, las ramas basales olstemdeste trabajo con el gen 18S, y los grupos &halds abn

el mismo gen a partir del analisis ABGD, son congruentes, y se componen de individuos perteneci
a MPAMBB, el Mar de Escocia, y Caleta Potter (estaciones localizadas en la punta de la Penins
Antartica oeste y el Sur de Sudaméritaraed). Es asi que estos grupos podrian representar otras
especies cripticas dentr@ deerrucosa sensu,lafmarte de las especies descriptas aqui (sp. Ay B),

y estar constitusgmor individuos en los que el sitio de unién del cebador Catisehaondenado.

Los marcadores moleculares universales, es decir, los ampliamente utilizados, tales como el
y el 18S, son utiles a la hora de caracterizar grupos escasamentiHebiidibebs2003En
este capitulo, aplicando el método ABGD en ambos marcadores, $smatmstn\gagin valores
intermedios, en la distribucion de las frecuencias de las diferencias entre individud3. de la llamac
verrucos&egun los autores que propondizkcidn de este método para la delimitacién de especies,
estegapse observa cuando la divergencia entre organismos que corresponde a la misma especie
menor a la diferencia entre organismos que corresponden a difere(fesllespeeiesal., 2012)

Ademas, para la delimitacién de especies, un abordaje robusto es la comparacion de |
distancias genéticas con pares de especies indiscutidas, relacionadas filogenéticamente a las esp
en estudio, dado que la tasa de sustitucion nucleotidipfiae®ente homogénea a nivel
interespecifiem este grupo de organiqfaggio et al., 20b&ld, 2003).0s analisis realizados en
este trabajo, muestran que la distancia genéfaventneossp. Ay sp. B fue > 10.20% para COl,

y > 0.11% para 18S. Larderecia nucleotidica del gen COIl para especies de ascidias del mismo génert
oscilan entfd aP®6(Nydam & Harrison, 28@rezPortela & Turp2008)Y entre especies dentro

de lafamilia Styelidae estan dentro del 10,8% gLa6d¥siefRoussel et al., 2012; Reem et al.,
2017)Conrelaciéon al gen 18S, se encontré que la divergencia nucleotidica entre epecies del géne
Diplosomvariaentre el 0% y 0,58¥okobori et al., 20@X)ck et a(2012)encontrd divergencias

mas grandes (2,3%,1%) en el gen 18S esdpecies cripticas putativaBadiyllus schlosséti

namero y delimitacion de especies cripticas dergobldesezsta albajo discusion; es entonces

queB. schlossege trata en la bibliografia como un complejo de(esprces et al., 2011; Nydam

et al., 2017; Reem et al., 2017; Yund et alTd&l# Byta el@ncia indica que, entre las muestras
estudiadas en este trabajo, la diferenciacion genética es similar a aquella encontrada en otras esp
de la misma familia, y de otros pares de especies de ascidias; entonces, podemos definir asi dos esy

genétiamente divergentes basandonos tanto en un gen mitocondrial como en uno nuclear. Al mis
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tiempolos grupos C, D, E, y F definidos a través del analisis ABGD de las secuencias 18S, mostre

divergencias similares a las que presentan las especiegode sohipsseri.
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Figura2.6. Distribucion das putativasspeciesripticas lo largo de la Peninsula Antartica. Cada
circulo representa una estacion de muestreo, en rojo la pr@poveiducdssp. A, en azul la
proporcion d& verrucosp.B, en gris no A/ no B. Los numeros representan el tamafio de la muestra.

2.4.2Dos especies morfolégicamente distinguibles
El géner€nemidocargeertenece a la familia Styelidae (AscidioBM$, Shenkar et al.,
2020), la cual se caracterizameralta variabilidad en sus caracteres morfihtmginas et al.,
1991) El géner&€nemidocarpacluye ascidias solitarias con tunica fina, pero coriacea; génadas

elongadas, tubulares, y ocasionalmente ramificadas, siempre unidas en una masa compacta cont

30



