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RESUMEN 
La Antártida y su océano han estado aislados efectivamente del resto de océanos y continentes 

del planeta por más de 20 millones de años. El Océano Austral es uno de los ecosistemas marinos más 

diversos y ricos, compuesto por un ensamble biótico adaptado a condiciones sumamente estables y 

extremas de vida. Sin embargo, en los últimos 60 años la Península Antártica ha experimentado una de 

las más altas tasas de calentamiento regional del planeta, superando incluso a cualquier período 

interglaciar del Pleistoceno. Este calentamiento ha tenido efectos muy marcados en la criósfera, 

registrándose colapsos de barreras, disminución del hielo marino y una marcada retracción de glaciares. 

Comprender cómo la biodiversidad antártica respondió a los cambios climáticos pasados, nos ayudará a 

predecir su respuesta a cambios del clima en el futuro. La reciente y rápida difusión de las técnicas 

basadas en la genómica en las ciencias ecológicas y evolutivas ha aumentado nuestra capacidad para 

explorar y comprender los efectos históricos y contemporáneos del cambio climático en la diversificación, 

la historia demográfica, y la adaptación de la biodiversidad antártica. La ascidia Cnemidocarpa verrucosa sensu 

lato, es una especie muy abundante y de gran distribución en la plataforma Antártica, resulta así, un buen modelo 

para el estudio de procesos que afectan al sistema bentónico. Es así que el objetivo de esta tesis es estudiar los 

patrones filogeográficos en el Océano Antártico, para analizar los procesos históricos que determinaron 

las distribuciones actuales de la fauna bentónica, como así también predecir cuál va a ser la respuesta a 

factores ligados al cambio climático predicho para el futuro; utilizando como modelo de estudio a 

Cnemidocarpa verrucosa. 

La primera aproximación de esta tesis fue evaluar la posible existencia de entidades crípticas 

dentro de la hoy llamada Cnemidocarpa verrucosa, mediante la evaluación de la genética (marcadores 

COI y 18S) y la morfología. Encontramos así, dos especies y algo más, ya que la distribución de la distancia 

genética sugirió la existencia de, al menos, dos especies dentro de C. verrucosa sensu lato (C. verrucosa 

sp. A y C. verrucosa sp. B); además, la presencia de disco basal en uno de los genotipos podría ser un 

rasgo morfológico diagnóstico para diferenciar las especies. Luego, se describió la estructura genética de 

las poblaciones en estudio; y se realizaron inferencias de los procesos históricos que la determinaron. Así, C. 

verrucosa sp. A presentó poblaciones estructuradas genéticamente, estructura no relacionada con la 

distancia geográfica entre las poblaciones; asimismo, la especie sufrió una expansión demográfica luego 

del último máximo glacial. Por otro lado, C. verrcuosa sp. B presentó poblaciones sin estructura genética 

y estabilidad demográfica. Por último, al analizar las respuestas a estresores vinculados al exceso de CO2 

atmosférico, acidificación y sedimentación mediante un análisis transcriptómico y enzimático de la respuesta de 

C. verrucosa sp. A a tales factores. Se encontró que la especie responde de manera diferente al estrés 

por sedimentación y acidificación, activando en el primer caso una respuesta de depresión metabólica, 

mientras que a niveles de pH ácido la ascidia activó la típica respuesta de estrés. Esto podría indicar una 

adaptación a altas concentraciones de sedimentos en agua, y no así a niveles bajos de pH. Finalmente, 

se realizó una discusión acerca de las perspectivas del patrón genético del pasado, para poder entender respuestas 

del cambio climático del futuro de la conspicua C. verrucosa sensu lato.   
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CAPÍTULO 1: La ascidia Cnemidocarpa verrucosa sensu lato, una especie clave en el 

ensamble bentónico antártico 

1.1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

Impulsado por una fuerte disminución del CO2 atmosférico en el límite del Eoceno / Oligoceno y 

la apertura del Pasaje de Drake, el Frente Polar Antártico junto a la Corriente Circumpolar Antártica (CCA) 

han estado funcionando como una barrera geográfica, climática, térmica y oceanográfica entre el Océano 

Austral (OA) y los demás océanos, constituyendo la barrera biogeográfica más efectiva del planeta  

(Martinson, 2012; Pollard & DeConto, 2009; Rintoul et al., 2001). Este aislamiento permitió el progresivo 

y rápido enfriamiento de la Antártida y el OA que desarrolló una biota particular con escasa conexión con 

el resto de los océanos y un importante proceso de evolución in situ (Cristini et al., 2012; Hewitt, 2004a, 

2004b; Petit et al., 1999; Soler-Membrives et al., 2017). En consecuencia, el Océano Austral presenta un 

ecosistema caracterizado por un alto número de endemismos y alta diversidad, comparable a la de 

sistemas templados y tropicales. De hecho, esta característica hace que no se verifique un gradiente de 

diversidad en el hemisferio sur como el que se registra en el hemisferio norte. La biota del OA se ha 

desarrollado por más de 15 a 20 millones de años (Ma) en un ambiente estable con marcados picos de 

ingreso de energía en verano y bajas y constantes temperaturas. Los períodos glaciales e interglaciales 

que se sucedieron luego del Mioceno generaron fundamentalmente una oscilación en el alcance de las 

barreras de hielo, permitiendo que la biota se refugiara a mayores profundidades o en áreas que no se 

congelaron totalmente generando refugios aislados entre si durante los períodos glaciales. Esto pudo 

haber generado una fragmentación e incrementado el proceso de especiación (Allcock & Strugnell, 2012; 

Halanych & Mahon, 2018; Rogers, 2007). Sin embargo, la Península Antártica ha experimentado una de 

las más altas tasas de calentamiento regional del planeta en las últimas décadas. Este calentamiento ha 

producido una masiva pérdida de hielo marino, barreras y glaciares (Cook et al., 2005, 2016; Stammerjohn 

et al., 2012). Estos procesos producen grandes alteraciones en las condiciones físico-químicas del agua 

(turbidez, salinidad, pH, etc.) y aumentan la perturbación de ecosistemas antárticos, particularmente a 

través de la pérdida de la diversidad, biomasa y generando cambios en la estructura de los ensambles 

bióticos (Sahade et al., 2015). Comprender cómo la biodiversidad antártica respondió a los cambios 

climáticos pasados, nos ayudará a predecir su reacción a cambios del clima en el futuro. La reciente y 

rápida difusión de las técnicas basadas en la genómica en las ciencias ecológicas y evolutivas ha 

aumentado nuestra capacidad para explorar y comprender los efectos históricos y contemporáneos del 
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cambio climático en la diversificación, la historia demográfica y la adaptación de la biodiversidad antártica 

(Beheregaray & Caccone, 2007; Croucher et al., 2009; Palumbi, 1994). Dichos avances nos ayudan a 

comprender la respuesta y la capacidad de recuperación de la biota antártica y sub-antártica frente a los 

desafíos del cambio climático y ambiental, y por lo tanto a predecir alteraciones en escenarios a futuro.  

Estudios moleculares sugieren que eventos ocurridos en los últimos 70 Ma dieron como resultado 

la fragmentación y vicarianza (por deriva continental y aislamiento térmico) de las poblaciones 

gondwánicas. Algunas poblaciones se desarrollaron en refugios y otras se extinguieron. Luego, cada 

población sufrió deriva génica y, una vez fuertemente seleccionadas para las condiciones ambientales 

nuevas, la especiación alopátrica fue la norma (Hewitt, 2004; Rogers, 2007). En algunos casos las nuevas 

especies se expandieron, y experimentaron contacto secundario durante los ciclos interglaciares del 

Mioceno en adelante. La disposición limitada de hábitats jugó un rol importante en la estructuración de 

las poblaciones, generando muchas veces, especies geográficamente estructuradas con linajes 

genéticamente diferentes, radiación, e incluso complejos de especies crípticas (Clarke et al., 2004; Cornils 

& Held, 2014; Gili et al., 2006; Held & Wägele, 2005; Rogers, 2007).  

La fauna bentónica antártica de plataforma, se caracteriza por la falta de grandes predadores 

durófagos, y la dominancia de epifauna sésil filtradora fijada al sustrato (Clarke et al., 2004; Gili et al., 

2006). Estas comunidades mientras más someras, se encuentran más afectadas por factores ambientales 

como el disturbio de hielo, turbidez, salinidad, etc., donde los organismos dominantes son en general 

esponjas, anémonas, ascidias, gorgónidos, hidrozoos, briozoos, cirripedios, crinoideos, y corales que se 

desarrollan hasta profundidades de 300-500 m (Gambi et al., 2000; Gutt, 2000). Se han descripto 

numerosas especies crípticas en el Océano Antártico, esto es, especies genéticamente distintas que han 

sido previamente clasificadas como una sola especie dada su similitud en la morfología (Bickford et al., 

2006; Held & Wägele, 2005; Held, 2003). Es así que, el número real de especies en Antártida ha de ser 

significativamente mayor a la descripta hasta el momento; donde se estima que especies aún no 

descriptas son una importante porción de la biodiversidad (Dömel et al., 2015; Galaska et al., 2017; 

Havermans et al., 2011; Riesgo et al., 2015; Wilson et al., 2007). 

En las comunidades bentónicas antárticas las ascidias pueden ser un grupo importante, llegando 

incluso a ser los organismos dominantes (Gili et al., 2006; Sahade et al., 1998, 2015). El género 

Cnemidocarpa (Huntsman, 1913) es uno de los más ricos en especies antárticas y sub-antárticas, 

compuesto por más de 10 especies descriptas (Monniot & Monniot, 1983). Cnemidocarpa verrucosa 

(Lesson, 1830) (Chordata, Tunicata) es el estiélido más grande y abundante del Océano Antártico. Puede 
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habitar fondos rocosos o lodosos, y profundidades entre 5 y 770 m (Monniot et al., 2011; Ramos-Esplá et 

al., 2005; Tatián et al., 1998). Cnemidocarpa verrucosa es una ascidia solitaria, libera sus larvas 

lecitotróficas al agua y tiene una fuerte estacionalidad en la reproducción (Bowden et al., 2009; Sahade 

et al., 2004; Strathmann et al., 2006). Esta especie fue descripta inicialmente en las Islas Malvinas por 

Lesson (1830), pero más tarde fue ampliamente reportada en la plataforma antártica y se considera que 

tiene una distribución tanto circumpolar como Subantártica (Herdman, 1881; Kott & Mather, 1969; Monniot 

& Monniot, 1983; Monniot et al., 2011; Sluiter, 1905; Turón et al., 2016b). Tanto en la descripción original 

como en otros manuscritos, C. verrucosa se reporta con una alta variabilidad de color, forma, y tamaño 

(Kott, 1971; Tatián et al., 2005; Turón et al., 2016). 

 
1.2. HIPÓTESIS GENERALES 

 Cnemidocarpa verrucosa es un complejo de especies con al menos dos en la Península Antártica. 

 El complejo de especies de Cnemidocarpa verrucosa sensu lato, experimentó ciclos de 

contracción y expansión de sus poblaciones, ligados a los ciclos glaciares e interglaciares que se 

sucedieron en la Península Antártica. 

Cnemidocarpa verrucosa sensu lato presenta una respuesta activa frente a la variación de 

factores ambientales ligados al cambio climático y la acidificación del océano.  

  Predicción: Cnemidocarpa verrucosa sensu lato mostrará un aumento en la expresión de genes 

relacionados al metabolismo energético y a la respuesta de estrés, ante el incremento de estas variables 

ambientales de cambio. 

1.3. OBJETIVO GENERAL 

El objetivo de este proyecto es estudiar patrones filogeográficos en el Océano Antártico, para 

analizar los procesos históricos que determinaron las distribuciones actuales de la fauna bentónica, 

utilizando como modelo de estudio a Cnemidocarpa verrucosa (Lesson, 1830). Asimismo, se plantea 

contribuir desde la perspectiva genómica a predecir cuál va a ser la respuesta de la especie frente al 

cambio climático futuro, contribuyendo así al conocimiento de perspectivas genéticas y genómicas sobre 

la biodiversidad antártica pasada y presente. 
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1.4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar la posible existencia de entidades crípticas dentro de la especie hoy llamada Cnemidocarpa 

verrucosa, mediante la evaluación de marcadores genéticos y caracteres morfológicos. 

2. Describir la estructura genética y demográfica de las poblaciones genéticas que se detecten y su 

patrón filogeográfico.  

3. Inferir los procesos históricos que determinaron la estructura genética de las poblaciones en estudio. 

4. Analizar la respuesta de C. verrucosa y de entidades crípticas, si se detectaran, frente a factores 

ambientales ligados a cambio climático, como incremento en la sedimentación, temperatura y 

acidificación, mediante la obtención de su transcriptoma y la medición de enzimas.  
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CAPÍTULO 2: Dos especies y algo más 

2.1. INTRODUCCIÓN 

Con el objetivo de entender la evolución de la biodiversidad, es necesario reconocer especies. 

Existen diferentes definiciones de especie, un concepto unificado debe lidiar con el problema de la 

inferencia de los límites de las especies, y conceptos tales como especies crípticas o pseudo-crípticas 

que aún deben ser ampliamente discutidas. Es necesaria la implementación de un abordaje 

interdisciplinario que involucre tanto datos genómicos como atributos fenotípicos para tratar esta 

problemática (Heethoff, 2018; Struck et al., 2018). Algunos estudios moleculares han revelado complejos 

de especies crípticas en ascidias, tal son los casos de Ciona intestinalis (Caputi et al., 2007), Botryllus 

schlosseri (Bock et al., 2012; Nydam et al., 2017; Yund et al., 2015) y Diplosoma listerianum (Pérez-

Portela et al., 2013). Sin embargo, solo una pequeña porción de Unidades Taxonómicas Moleculares 

Operacionales (MOTUS, por sus siglas en inglés) han sido verificadas utilizando caracteres morfológicos, 

por ejemplo, Ciona intestinalis (Brunetti et al., 2015). 

La filogeografía se ocupa de principios y procesos que gobiernan las distribuciones geográficas 

de los linajes genéticos, especialmente aquellos entre especies cercanamente emparentadas (Avise, 

2000). La estructura genética de una población se puede entender como la arquitectura genética de las 

especies (Gaffney, 2000) o distribución no aleatoria de la variación genética dentro y entre poblaciones 

(Slatkin, 1994). En este marco se intenta explicar cómo los procesos micro evolutivos que delinean la 

historia evolutiva de las especies generan los patrones que hoy caracterizan la estructura genética de las 

poblaciones (Avise, 2000; Beheregaray & Caccone, 2007; Palumbi, 1994).  

Para describir la filogenia de una especie y su estructura genética, es necesario producir más de 

un árbol de genes independientes (Hewitt, 2001), para lo cual es obligatorio el uso de loci que presenten 

polimorfismo en la población. Existen diferentes métodos que puedan identificar polimorfismo en el ADN, 

desde marcadores universales (fragmentos altamente conservados en la mayoría de los taxa), hasta 

marcadores especie-específicos (Gaffney, 2000). El marcador molecular ideal debe poseer variabilidad, 

no estar ligado a otro locus, presentar herencia biparental y estar distribuido por todo el genoma (Held & 

Leese, 2007). Tradicionalmente se han utilizado marcadores universales (mitocondriales y nucleares) 

para estudios filogenéticos, dada su fácil identificación (Avise, 2000). Los marcadores mitocondriales han 

sido empleados en una gran cantidad de estudios filogeográficos por poseer ciertas ventajas (haploides, 

no recombinan, elevada tasa de mutación, gran número de copias por célula) (Hebert et al., 2003a, 

2003b). Pero, la utilización de marcadores mitocondriales para la genética de poblaciones es limitado, ya 
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que presenta herencia materna y no se puede asumir que muestra una evolución neutral, debido a que 

todos sus genes se comportan como un único locus por la falta de recombinación (Ballard & Whitlock, 

2004). Por esta razón los estudios con marcadores mitocondriales deben complementarse con la 

información de marcadores nucleares (Pérez-Portela & Turón, 2008) y marcadores hipervariables (Held 

& Leese, 2007). Además, el uso de regiones conservadas del ADN nuclear como marcador molecular 

provee una buena fuente de información filogenética por encima del nivel de especie, ya que están 

compartidas por un amplio rango de taxones (Gaffney, 2000; Hewitt, 2001). Los estudios de filogenia y 

filogeografía de ascidias han sido llevados a cabo principalmente mediante el uso del gen mitocondrial 

del citocromo c oxidasa I (COI) y el gen nuclear 18S rDNA (18S) (Pérez-Portela et al., 2009; Stach & 

Turbeville, 2002; Stefaniak et al., 2009; Tsagkogeorga et al., 2009). 

   El objetivo de este capítulo es evaluar la posible existencia de entidades crípticas dentro de la 

hoy llamada Cnemidocarpa verrucosa (objetivo específico 1). En este marco, es de interés también 

resolver si las posibles especies crípticas son morfológicamente diferenciables; como así también evaluar 

si las presuntas especies crípticas coocurren, y si es así, probar si la coocurrencia puede ser explicada 

por un proceso de contacto secundario. En relación con esto, en este capítulo también se abordará en 

parte el objetivo específico tres, inferir los procesos históricos que determinaron la estructura genética de 

las poblaciones en estudio, estudiando puntualmente el modo y tiempo de especiación. 

2.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1. Análisis molecular 

2.2.1.1. Muestreo 

El muestreo de las poblaciones de C. verrucosa para el análisis molecular se realizó en diferentes 

campañas: (a) Mission Antartique, a bordo del Sedna IV (2006); (b) la Campaña Antártica de Verano en 

Caleta Potter, Isla Rey Jorge (2007/2008); (c) la campaña BENTART-06, a bordo del ñB.I.O. Hesp®ridesò 

(2006); (d) la campaña ANT XXIX/3, a bordo del ñR/V Polarsternò (2013); y (e) la campaña - PD BB abr 

17, a bordo del ñR/V A.R.A. Puerto Deseadoò, en el Banco Burdwood / MPA Namuncurá 2017 (MPAN-

BB). En las campañas a y b el muestreo se realizó mediante buceo, mientras que en las campañas c, d, 

y e, se realizó mediante Rastra Epibentónica o Red Piloto (ver profundidades de los nuestros en las tablas 

3.1 y 3.2). Las estaciones de muestreo cubren un rango geográfico de 14° de latitud, desde Bahía 

Margarita, al sur de la Península Antártica, hasta las Islas Shetland del Sur, al norte de la Península; y 
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luego en el Banco Burdwood (Argentina) (ver distribución del muestreo en la figura 2.1). La nomenclatura 

de las estaciones sigue aquella establecida por el ñSCAR Composite Gazetteer of Antarcticaò (1992, 

updated 2020). Durante el muestreo, para la identificación de la especie se tomaron en cuenta las 

descripciones de Kott (1971), y Monniot & Monniot (1983). Se extrajo tejido del manto (de 

aproximadamente 1 cm3 de tamaño) de los individuos recolectados, y se conservó en etanol 97% (Sigma-

Aldrich) hasta la extracción de ADN. No fue posible la recolección de animales enteros en el marco de los 

muestreos a, b, c, d, y e. 

 
Figura 2.1. Distribución de las estaciones muestreadas en Sudamérica y Península Antártica.  

 
2.2.1.2. Extracción de ADN, secuenciación y alineamiento 

Para la extracción de ADN, se usó aproximadamente 25 mg de tejido muscular del manto, y se 

utilizó el protocolo de extracción para tejido del Kit DNeasy Mini Kit (Qiagen), utilizando un volumen de 



18 
 

elución final de 100 µl. Para evitar la contaminación con ADN de otros organismos o alimentos, la 

disección se llevó a cabo con fórceps y bisturís esterilizados, aislando el manto del resto de tejidos como 

intestino y túnica. 

Para la determinación de especies crípticas, se analizó el gen mitocondrial Citocromo Oxidasa I 

(COI); la amplificación se llevó a cabo con los cebadores para tunicados Tun_reverse2 (Rev)  (Stefaniak 

et al., 2009) y Cve-CO1-F54 (Fwd) 5´ AGTGTTTTAATTCGAACAGA 3´, diseñado en este trabajo con el 

programa Geneious (Kearse et al., 2012); y el par de cebadores Deg COI F2 (Fwd) and Deg COI R2 (Rev) 

(Reem et al., 2017). La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) se realizó 

en un volumen final de 25 ɛl, usando 0,025 U/µl de Promega GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase, 30 ng de 

DNA, 0,5 µM de cada cebador, 2 mM de dNTP y 2 mM de MgCl2. El protocolo de amplificación consistió 

en una desnaturalización inicial de 2 min a 94°C, seguido por 36 ciclos de 60 s a 94°C, 50 s a 46°C, 50 

s a 72°C, y un paso final de elongación de 8 min a 72°C. Por otro lado, se utilizó el gen nuclear 18S, el 

cual se amplificó con los cebadores para tunicados 18S1 (Fwd) y 18S4 (Rev) (Tsagkogeorga et al., 2009). 

La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 25 ɛl, usando 0,03 U/µl of TaKaRa LA Taq 

HS, 30 ng de ADN, 0,5 µM de cada cebador, 0,26 mM de dNTP y 0,05 mM de Betaina. El protocolo de 

amplificación consistió en un primer paso de desnaturalización de 1 min a 94°C, seguido de 30 ciclos de 

10 s a 98°C, 50 s a 50°C, 2 min a 72°C, y un último paso de elongación de 10 min a 72°C. Los productos 

de la PCR fueron secuenciados en un secuenciador ABI3730 XL automático, utilizando para ambos 

marcadores el mismo par de cebadores descriptos para la PCR (Eurofins MWG Operon, Alemania).  

Las secuencias de nucleótidos fueron editadas y alineadas utilizando el algoritmo de Muscle, con 

el programa Code Code Aligner (v. 5.1.5, Codon Code Corporation). Las secuencias del marcador COI 

fueron traducidas a aminoácidos, luego se buscaron mutaciones de cambio de marco de lectura y 

codones stop, con el programa Code Code Aligner. Con el fin de descartar la amplificación de secuencias 

de nucle·tidos que no pertenecieran a ascidias, se realiz· una b¼squeda ñBLASTnò en GenBank. 

2.2.1.3 Análisis filogenéticos 

La delimitaci·n de especies se llev· a cabo recurriendo a la versi·n online de ñAutomatic Barcode 

Gap Discoveryò, ABGD (http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/), utilizando la distancia 2KP de Kimura. 

ABGD delimita una ñbrechaò (barcode gap) en la distribución de la diferencia de a pares entre las 

secuencias, esta brecha puede ser observada siempre y cuando la divergencia entre los organismos 

dentro de la misma especie es menor que la divergencia entre organismos de diferentes especies 

(Puillandre et al., 2012). 

http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/
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Para la reconstrucción filogenética se calculó el modelo más adecuado para los datos, utilizando 

todas las secuencias obtenidas para el marcador COI y 18S, empleando el programa jModeltest 2.1.9 

v20160115 (Darriba et al., 2012; Guindon & Gascuel, 2003), con 88 modelos candidatos. Para las 

secuencias de COI el modelo que mejor se ajustó a los datos fue HKY+G+I según el Criterio de 

Información de Akaike (AIC) y el Criterio de Información Bayesiano (BIC). En cuando a las secuencias de 

18S, el modelo que más se ajustó a los datos fue HKY+G+I según el criterio AIC y JC según el criterio 

BIC, por lo tanto, se utilizó el modelo HKY+G+I para ambos marcadores. Los análisis de Máxima 

Verosimilitud (MV) se realizaron con el programa PhyML 3.0 (Guindon et al., 2010), con un bootstrap de 

1000 para ambos sets de datos (COI y 18S) por separado. Los análisis de Inferencia Bayesiana (IB) 

usando el programa MrBayes v3.2 (Ronquist et al., 2012). Se corrieron simulaciones de la Cadena Markov 

Monte Carlo (MCMC, por sus siglas en inglés), muestreando cada 100 generaciones, se verificó así en 

muestras de los parámetros del modelo de sustitución, si las probabilidades alcanzaron la estabilización, 

y si la desviación estándar de las frecuencias divididas estaba por debajo de 0,05, para ambos sets de 

datos (COI y 18S) por separado. El gen mitocondrial COI alcanzó la estabilidad luego de 500000 

generaciones MCMC (Split=0,04), mientras que el gen nuclear 18S la alcanzó con un total de 200000 

generaciones MCMC (Split=0,02). El 25% inicial se descartó como burnin. Los árboles muestreados 

fueron utilizados para inferir las probabilidades posteriores del método bayesiano (BPP), para los nodos 

y producir un árbol consenso. Para enraizar los árboles se utilizó la secuencia del marcador COI de 

Botryllus schlosseri y la secuencia del marcador 18S de Styela plicata, como grupos externos en cada 

caso. 

Para estimar el tiempo de divergencia desde la especiación, se utilizó el paquete BEAST 1.8.0 

usando todas las secuencias del gen mitocondrial COI, sin la utilización de un grupo externo (Drummond 

et al., 2012). Como primer paso, se generaron los archivos xml utilizando BEAUti, para ejecutar luego 

tales archivos en BEAST. Dado que no existen registros fósiles adecuados, y/o tasas de mutación 

calibradas para ascidias, se utilizaron datos de otros invertebrados marinos. Nydam & Harrison (2011) 

estimaron la tasa de mutación del gen COI para invertebrados (de acuerdo con datos obtenidos en 

cangrejos, erizos, y krill), y obtuvieron un rango de entre 0,016 y 0,026 sustituciones por sitio por millón 

de años. Así, se corrieron dos análisis independientes: uno utilizando un modelo de reloj estricto, con una 

tasa de sustitución de 0,016 x 106 sustituciones por sitio por millón de años, y otro utilizando también un 

modelo de reloj estricto con una tasa de 0,026 x 106 sustituciones por sitio por millón de años. Para ambas 

corridas se usó un burnin de 20%. Para la construcción del árbol se utilizó en la especiación de Yule como 
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prior. Se utilizó el modelo de sustitución GTR+G. Finalmente, los resultados se analizaron usando Tracer 

v1.6.0 para corroborar la estabilización de los parámetros continuos (cuando gráficamente se ven como 

un peine recto sin tendencias obvias hacia arriba o hacia abajo o saltos repentinos).  

2.2.2. Análisis morfológico 

Un total de 25 especímenes enteros, presuntamente pertenecientes a la especie Cnemidocarpa 

verrucosa, fueron analizados morfológicamente (y genéticamente con el marcador COI) con el objetivo 

de poner a prueba si existen diferencias fenotípicas entre las propuestas especies crípticas. Las muestras 

se recolectaron durante la campaña de verano 2018 en Caleta Potter, mediante buceo entre 20 y 30 

metros de profundidad. Los especímenes fueron relajados con la utilización de cristales de mentol 

(TodoDroga) diluidos en agua de mar, los animales se colocaron en bandejas, donde se sumergieron en 

la solución, luego de dos horas de baño, se probó si las ascidias respondían a un estímulo en los sifones. 

Si había respuesta aún, los animales se exponían al mentol por una hora más. Una vez alcanzada la 

relajación, los animales fueron fijados en etanol 96%. El material examinado se encuentra depositado en 

la colección del Instituto de Diversidad y Ecología Animal, IDEA, CONICET y UNC. 

Se realizó la identificación de los principales caracteres morfológicos internos y externos para C. 

verrucosa desarrollados en estudios previos (Millar, 1960; Monniot & Monniot, 1983; Turón et al., 2016b; 

VanName, 1945). Para la examinación externa se midieron tres dimensiones: 1- largo total del cuerpo, 2- 

ancho total del cuerpo, 3- distancia entre el centro de ambos sifones; y otras características externas: 

presencia de disco basal y forma de las verrugas. 

 Las disecciones fueron realizadas bajo lupa (Labomed CZM4 y CZM6) equipada con cámara 

fotográfica. Luego de la disección se identificaron las siguientes estructuras internas: 1- número de 

tentáculos orales, 2- número de vasos entre pliegues longitudinales del saco branquial, 3- número de 

vasos en los pliegues longitudinales del saco branquial, 4- número de gónadas a cada lado del cuerpo, y 

5- número de pliegues en el estómago. Con todos los datos morfológicos obtenidos se construyó una 

matriz. Se realizaron Correlaciones Lineales de Pearson entre los caracteres para probar redundancia y 

así eliminar caracteres si es necesario. 

Para el análisis estadístico se creó una matriz de datos mixtos con todos los caracteres 

morfológicos analizados. El alto y ancho de los ejemplares no se utilizaron para este análisis, ya que estos 

dos caracteres son muy variables debido a la naturaleza elástica del animal y la cantidad de agua que 

puede contener el mismo. Sin embargo, se comprobó la correlación entre estos dos caracteres y el resto 

de los estudiados, y no se encontró una relación significativa. Se utilizaron análisis multivariados para 
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determinar las afinidades entre muestras de Cnemidocarpa verrucosa sensu lato en función de una matriz 

de caracteres morfológicos. Para el análisis se realizó una transformación logarítmica de las variables 

cuantitativas (número de tentáculos orales, número de vasos longitudinales en pliegues del saco 

branquial, número de vasos longitudinales entre los pliegues del saco branquial, número de gónadas y 

número de pliegues estomacales). Se realizó un escalado multidimensional no métrico (NMDS) utilizando 

tres dimensiones y la distancia de Gower. El análisis de varianza multivariada no paramétrico 

(PERMANOVA) se utilizó para evaluar las diferencias entre los grupos obtenidos en el NMDS, cada 

término del análisis se probó utilizando 9999 permutaciones. El programa estadístico gratuito PAST 3.16 

se utilizó para todos los análisis de datos morfológicos (Hammer et al., 2001). 

2.3. RESULTADOS  

2.3.1. Análisis moleculares 

2.3.1.1. Generalidades 

El fragmento alineado para COI fue de 503 pb excluyendo los cebadores, en total se secuenciaron 

253 individuos de 14 estaciones de muestreo (https://doi.org/10.1594/PANGAEA.909707). El 

alineamiento no presentó gaps, y la traducción a aminoácidos no reveló ningún codón stop o mutaciones 

de cambio de marco de lectura. La composición nucleotídica del fragmento COI fue T=40,6%, C=15%, 

A=28,3%, G=16,1%. El análisis de las secuencias reveló 28 haplotipos, 70 sitios polimórficos, y de ellos 

56 parsimoniosamente informativos.  

El fragmento alineado para 18S fue de 878 pb de largo excluyendo los cebadores, en total se 

secuenciaron 312 individuos (https://doi.org/10.1594/PANGAEA.909707). El alineamiento no presentó 

gaps. La composición nucleotídica fue T=25.4%, C=21.6%, A=24.4%, G=28.7%. De los 70 sitios 

polimórficos, solo un sitio, en la posición 444, contuvo dos variantes que fueron congruentes con la 

división de los grupos formados por el gen mitocondrial (grupos A y B, ver figura 2.3). Un único individuo 

(con el código de colección 291), mostró ambos nucleótidos (timina y citosina), lo cual puede interpretarse 

como hetercigosis o hibridación (ver la sección de discusión de este capítulo). 

Los datos de las secuencias se pueden encontrar en NCBI GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genba nk/), las secuencias completas del marcador 18S se encuentran con 

los números de acceso MN700311-MN700622, y las secuencias completas del marcador COI, con su 

respectiva traducción a proteínas, se encuentran con números de acceso MN714370-MN714622. Los 

datos morfológicos y genéticos se pueden encontrar en PANGEA (https: //www.panga ea.de/), 

https://doi.org/10.1594/PANGA EA.909707. 
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2.3.1.2. Delimitación de especies 

El análisis ABGD mostró una distribución bimodal en la similitud de las secuencias de COI. La 

distancia genética entre secuencias dentro de los grupos fue <1,41 %, y la distancia genética entre 

secuencias de diferente grupo fue >10,20 % sin distancias intermedias observadas (figura 2.2). El análisis 

ABGD para las secuencias del marcador 18S, mostró seis grupos denominados de la A, a la F. La 

distancia genética entre secuencias dentro de los grupos fue 0,00. Dos grupos (llamados aquí A y B) 

fueron congruentes con los grupos identificados en el análisis ABGD de las secuencias del gen COI. La 

distancia genética entre el grupo A y B fue mayor a 0,11%, sin valores intermedios observados. La 

distancia entre el grupo C y los grupos A - B fue mayor a 2,79%; la distancia entre el grupo D y los grupos 

A ï C fue mayor a 4,85%; la distancia entre el grupo E y los grupos A ï D fue mayor a 4,11%; y la distancia 

entre el grupo F y los grupos A ï E fue mayor a 4,49%. Esto indica que los grupos C, D, E, y F podrían 

corresponder a otras especies cripticas (no A, no B), aún más distantes. Cabe aclarar que la 

secuenciación del gen mitocondrial COI no fue posible para los individuos asignados a los grupos C, D, 

E, y F, en el análisis ABGD del gen nuclear 18S. 

  

 
Figura 2.2. Frecuencia de la divergencia de a pares de las secuencias dentro y entre putativas especies 
cripticas. Marcador COI a la izquierda, marcador 18S a la derecha. 
 

2.3.1.3. Análisis filogenéticos y estimación de tiempo de divergencia 

 Los árboles filogenéticos basados en los marcadores moleculares (COI y 18S), y utilizando los 

métodos de Máxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana mostraron topologías idénticas para cada 

marcador, y separaron dos grupos congruentes de muestras, bien soportados y recíprocamente 
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monofiléticos, entre los árboles obtenidos con el marcador COI y el marcador 18S (probabilidad posterior, 

PP Ó 0,99; probabilidad bootstrap, BP = 99) (figura 2.3). Estos dos clados congruentes definidos por 

ambos marcadores, coinciden también con los agrupamientos definidos por los análisis ABGD de ambos 

genes (grupos A y B del 18S). El ñgrupo Aò se distribuyó en todas las estaciones a lo largo de la Península 

Ant§rtica, mientras que el ñgrupo Bò no estaba presente en algunas estaciones (figura 2.6). Además, los 

árboles reconstruidos con el marcador nuclear separaron cuatro grupos extra, congruentes con los grupos 

C ï F delimitado en el análisis ABGD (en gris en la figura 2.6). Uno de los grupos abarcó exclusivamente 

individuos de MPAN-BB (PP 1, BP 100; grupo D en el análisis ABGD), un segundo grupo compuesto 

únicamente por dos muestras de Caleta Potter (PP 1, BP 98; grupo E en el análisis ABGD), un tercer 

grupo compuesto por una única muestra de MPAN-BB (grupo F en el análisis ABGD), y un cuarto grupo 

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

dos individuos fueron asignados a diferentes grupos dependiendo de cuál marcador se analizó. Por un 

lado, el individuo 291 de Caleta Potter fue asignado al grupo A de con el gen 18S, pero al grupo B de 

acuerdo con COI. Por otro lado, el individuo 116 de Estación Palmer fue asignado al grupo B de con el 

gen 18S, pero al grupo A de acuerdo con COI. Este patrón cruzado es incompatible con la diversificación 

congruente de los genes nucleares y mitocondriales (ver discusión más adelante en este capítulo). 

 La estimación del tiempo de divergencia entre los grupos A y B, utilizando las secuencias de 

marcador COI, se calculó entre los 3,58 Ma (95% high posterior density [HPD]: 2.331ï4.935 Ma) y 2,20 

Ma (95% high posterior density [HPD]: 1.423ï3.028 Ma). 
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Figura 2.3. Árboles filogenéticos obtenidos con los métodos de Máxima Verosimilitud e Inferencia 
Bayesiana. A la izquierda, filogenia construida con el gen mitocondrial COI. A la derecha, filogenia 
construida con el gen nuclear 18S. Se muestran únicamente los nodos que presentaron un valor de 
bootstrap Ó 51 y de probabilidad posterior Ó 0.86. Se observa aquí un patrón de ramas espejado, las 
líneas punteadas indican las únicas dos muestras que no respetaron este patrón congruente. Las ramas 
en rojo corresponden al grupo A, las ramas azules corresponden al grupo B, grupos definidos en el 
análisis de delimitación de especies ABGD. Las ramas en gris corresponden a los grupos C, D, E, y F del 
análisis ABGD del gen 18S. Los números dan cuenta de los códigos de cada individuo secuenciado, los 
colores de fondo (para cada individuo) representan las diferentes estaciones de muestreo. Tener en 
cuenta que no todos los individuos fueron secuenciados para ambos marcadores.  
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2.3.2. Análisis morfológico 

Según la bibliografía, la apariencia característica de Cnemidocarpa verrucosa sensu lato es: 

cuerpo grande y robusto, ovado o elipsoidal; por lo general, no comprimido lateralmente. Los individuos 

analizados en este trabajo eran todos sexualmente maduros; variaron entre 5,8 cm y 17,3 cm de longitud, 

y 4,1 cm y 9,6 cm de ancho. Los sifones estaban ubicados en la parte anterior del cuerpo. De 25 

especímenes, solo ocho presentaron sifones a diferentes alturas. Diez muestras presentaron disco basal. 

La túnica, aunque dura, se presentó bastante delgada y algo blanda y flexible, de color naranja, marrón 

o amarillo en especímenes vivos. En muestras fijadas, la túnica era amarillenta, marrón o gris. 

Cnemidocarpa verrucosa sensu lato se caracteriza por la presencia de verrugas en la túnica. En este 

estudio, algunas muestras mostraron verrugas redondeadas y lisas, otras presentaron cónicas con 

múltiples puntas en forma de espina dorsal, y algunas mostraron ambos tipos distribuidos de diversas 

maneras en la túnica y sin un patrón claro. En cuanto a las características internas, las variaciones 

encontradas fueron las ya descriptas dentro de la especie: el saco branquial tenía cuatro pliegues en cada 

lado del cuerpo, el número de vasos longitudinales en los pliegues del saco branquial oscilaba entre 7 y 

21, el número de vasos longitudinales entre los pliegues del saco branquial varió de 1 a 5. Los tentáculos 

orales filiformes, alternando en tamaño (corto y largo), el número varió de 22 a 38. El intestino ubicado en 

el lado izquierdo ventral medio del cuerpo, se registraron de 19 a 30 pliegues estomacales. Las gónadas 

eran tubulares, con una membrana envolvente, y ubicadas sobre el manto. Los especímenes mostraron, 

en general, dos gónadas a cada lado del cuerpo, sin embargo, las muestras cv12 y cv16 presentaron dos 

en el lado derecho y una en el lado izquierdo, cv23 mostró una gónada en cada lado y cv25 dos gónadas 

en el lado derecho. Los especímenes presentan su extremo distal con gonoductos dirigidos hacia el sifón 

auricular (datos en bruto en https://doi.org/10.1594/PANGAEA.909707). 

https://doi.org/10.1594/PANGAEA.909707
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Figura 2.4. Escalamiento multidimensional no métrico de las características morfológicas de 
especímenes de C. verrucosa sensu lato de Caleta Potter. Los números se refieren a diferentes individuos 
analizados. El color rojo indica la especie genética C. verrucosa sp. A y el azul indica C. verrucosa sp. B. 
La forma de los símbolos indica el tipo de verrugas; círculo: redondeada y lisa, triángulo: cónica con 
múltiples puntas en forma de espina, cuadrado: ambos tipos de verrugas. Los símbolos rellenos indican 
la ausencia de disco basal, y los símbolos vacíos indican la presencia de disco basal. 
  

El análisis NMDS separó dos grupos entre las muestras (figura 2.4). Los dos grupos identificados 

en el NMDS coincidieron con las muestras genéticamente identificadas como grupo A y B en los análisis 

de delimitación de especies. PERMANOVA reveló diferencias significativas entre los grupos conformados 

en el análisis de NMDS (F = 17,17; p = 0,0001). Todas las muestras del grupo B delimitado genéticamente 

mostraron disco basal, mientras que todas las muestras del grupo A no lo hicieron (figura 2.5). Casi todos 

los individuos del grupo genético A presentaron un tipo de verrugas, mientras que la mayoría de los 

individuos del grupo genético B mostraron ambos tipos de verrugas (cónicas y lisas). Los otros caracteres 

morfológicos analizados en este estudio no mostraron tendencia a prevalecer en uno u otro grupo. 
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Figura 2.5. Foto a, individuo con disco basal; foto c, ejemplar sin disco basal. Fotos b y d tomadas en el 
ensamble de bentos de Caleta Potter, donde se observa una gran variabilidad de características 
morfológicas en C. verrucosa sensu lato. Foto e, verrugas lisas; foto f, verrugas cónicas con múltiples 
puntas.  
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2.4. DISCUSIÓN 

En este capítulo, se mostró que la ascidia antártica Cnemidocarpa verrucosa comprende, al 

menos, dos especies genéticamente divergentes distribuidas a lo largo de la Península Antártica Oeste; 

C. verrucosa sp A y C. verrucosa sp. B. Además, los resultados de los análisis morfológicos de individuos 

provenientes de Caleta Potter, sugieren que el disco basal podría ser un carácter que diferenciaría a las 

dos especies.  

2.4.1. Dos especies genéticamente diferentes 

 Ambos marcadores moleculares analizados en este trabajo (el gen mitocondrial COI y el gen 

nuclear 18S) distinguieron dos grupos congruentes de especímenes, es así que, se cuenta con evidencia 

suficiente como para reconocer a dos especies genéticamente divergentes dentro de C. verrucosa sensu 

lato distribuida a lo largo de la Península Antártica Oeste: C. verrucosa sp. A y C. verrucosa sp. B. Los 

genes nucleares y mitocondriales evolucionan de manera independiente dado que se diferencian en el 

modo de herencia, en la ploidía, la cantidad de recombinaciones, la presencia de intrones, la tasa de 

mutación, los mecanismos de reparación, y el tamaño poblacional efectivo (Hill, 2015). Es entonces que, 

el estudio de un solo tipo de marcador molecular puede conducir a sesgos sistemáticos en la inferencia 

de los procesos evolutivos (Ballard & Whitlock, 2004; Seehausen et al., 2003). En este capítulo, ambos 

marcadores mostraron el mismo patrón evolutivo, lo cual indica que ambas moléculas fueron impactadas 

de la misma manera por los mismos mecanismos evolutivos y que transcurrió suficiente tiempo para que 

pueda observarse la monofilia recíproca en ambos marcadores, haciendo así un caso sólido a favor de la 

existencia de conjuntos genéticos mutuamente aislados. 

 Dentro de los resultados obtenidos en el trabajo, algunos individuos no pudieron ser 

secuenciados para el gen mitocondrial COI, mientras que el nuclear 18S sí fue secuenciado. 

Puntualmente para estas muestras, la filogenia basada en el gen 18S resolvió ramas basales que 

comprenden clados presentaron una divergencia genética aún más profunda con el resto de los 

individuos, que la diferencia observada entre C. verrucosa sp. A y sp. B (ver figura 2.3, y sección de 

resultados 2.3.1.2. donde se muestra la delimitación de especies arrojada por el análisis ABGD). Se sabe 

que los genes nucleares evolucionan a una tasa más lenta que los mitocondriales (Allio et al., 2017; Havird 

& Sloan, 2016). Además, se ha descripto, para el genoma mitocondrial de ascidias, una alta tasa de 

substitución y de reordenamientos genéticos, que a su vez han sido propuestas como las causantes de 

dificultades técnicas en la PCR, debido a la presencia de mutaciones en los sitios donde hibridan los 

cebadores (Delsuc et al., 2018; Denoeud et al., 2010; Gissi et al., 2010; Yokobori et al., 1999, 2003). 
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Asimismo, las ramas basales obtenidas en este trabajo con el gen 18S, y los grupos C al F obtenidos con 

el mismo gen a partir del análisis ABGD, son congruentes, y se componen de individuos pertenecientes 

a MPAN-BB, el Mar de Escocia, y Caleta Potter (estaciones localizadas en la punta de la Península 

Antártica oeste y el Sur de Sudamérica; ver figura 2.6). Es así que estos grupos podrían representar otras 

especies crípticas dentro de C. verrucosa sensu lato, aparte de las especies descriptas aquí (sp. A y B), 

y estar constituidos por individuos en los que el sitio de unión del cebador COI se ha mutado o reordenado. 

 Los marcadores moleculares universales, es decir, los ampliamente utilizados, tales como el COI 

y el 18S, son útiles a la hora de caracterizar grupos escasamente estudiados (Hebert et al., 2003). En 

este capítulo, aplicando el método ABGD en ambos marcadores, se observó un barcode gap, sin valores 

intermedios, en la distribución de las frecuencias de las diferencias entre individuos de la llamada C. 

verrucosa. Según los autores que proponen la utilización de este método para la delimitación de especies, 

este gap se observa cuando la divergencia entre organismos que corresponde a la misma especie es 

menor a la diferencia entre organismos que corresponden a diferentes especies (Puillandre et al., 2012). 

 Además, para la delimitación de especies, un abordaje robusto es la comparación de las 

distancias genéticas con pares de especies indiscutidas, relacionadas filogenéticamente a las especies 

en estudio, dado que la tasa de sustitución nucleotídica es ampliamente homogénea a nivel 

interespecífico en este grupo de organismos (Griggio et al., 2014; Held, 2003). Los análisis realizados en 

este trabajo, muestran que la distancia genética entre C. verrucosa sp. A y sp. B fue > 10.20% para COI, 

y > 0.11% para 18S. La divergencia nucleotídica del gen COI para especies de ascidias del mismo género 

oscilan entre 10% al 20% (Nydam & Harrison, 2007; Pérez-Portela & Turón, 2008), y entre especies dentro 

de la familia Styelidae están dentro del 10,8% al 16,5% (Lacoursière-Roussel et al., 2012; Reem et al., 

2017). Con relación al gen 18S, se encontró que la divergencia nucleotídica entre epecies del género 

Diplosoma varía entre el 0% y 0,58% (Yokobori et al., 2006). Bock et al. (2012) encontró divergencias 

más grandes (2,3%-10,1%) en el gen 18S entre especies crípticas putativas de Botryllus schlosseri. El 

número y delimitación de especies crípticas dentro de B. schlosseri está aún bajo discusión; es entonces 

que B. schlosseri se trata en la bibliografía como un complejo de especies (Lejeusne et al., 2011; Nydam 

et al., 2017; Reem et al., 2017; Yund et al., 2015). Toda esta evidencia indica que, entre las muestras 

estudiadas en este trabajo, la diferenciación genética es similar a aquella encontrada en otras especies 

de la misma familia, y de otros pares de especies de ascidias; entonces, podemos definir así dos especies 

genéticamente divergentes basándonos tanto en un gen mitocondrial como en uno nuclear. Al mismo 
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tiempo, los grupos C, D, E, y F definidos a través del análisis ABGD de las secuencias 18S, mostraron 

divergencias similares a las que presentan las especies de complejo B. schlosseri. 

 

 

 

Figura 2.6. Distribución de las putativas especies crípticas a lo largo de la Península Antártica. Cada 
círculo representa una estación de muestreo, en rojo la proporción de C. verrucosa sp. A, en azul la 
proporción de C. verrucosa sp. B, en gris no A / no B. Los números representan el tamaño de la muestra. 

2.4.2. Dos especies morfológicamente distinguibles 

 El género Cnemidocarpa pertenece a la familia Styelidae (Ascidiacea) (WoRMS, Shenkar et al., 

2020), la cual se caracteriza por una alta variabilidad en sus caracteres morfológicos (Monniot et al., 

1991). El género Cnemidocarpa incluye ascidias solitarias con túnica fina, pero coriácea; gónadas 

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


