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Abstract.- Free-living nematodes are an important component of the marine benthos. In Chile there have been few studies

on this group, and the majority has focused on the morphological aspect only. In this study, ribosomal 185 RNA and

mitochondrial COIl genes were used as genetic markers to complement morphological analyses to study the continental

and Antarctic Chilean marine nematofauna. Different protocols for fixing, extracting and amplifying DNA were also tested.

Not all the possible combinations produced good results. In fact, only the 18S gene showed consistently results. Phylogenetic
analyses showed some discordance between classical taxonomy (i.e., based on morphology) and molecular data. These
results suggest that taxonomic classification using integrative approaches including morphological characteristics and

molecular information is needed to study the diversity and evolution of this complex group.
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INTRODUCCION

Los nematodos de vida libre son uno de los grupos de
invertebrados mas diversos del mundo y componente
importante en los ecosistemas bentonicos marinos,
desempefiando un papel fundamental en los procesos de
descomposicion y reciclado de nutrientes (Creer et al.
2010), siendo reconocidos por su potencial como
bioindicadores (Bhadury et al. 2008). En sistemas marinos,
es uno de los grupos mas abundante y diverso dentro de
la meiofauna distribuyéndose desde el supralitoral hasta
las profundidades abisales del océano (Platt et al. 1984).
En Chile, los nematodos marinos han sido escasamente
estudiados. Hasta la fecha, se han reconocido un poco
mas de 300 especies, mayoritariamente de la zona
intermareal de la costa continental (Lee et al. 2008).

Una de las principales limitaciones del estudio de los
nematodos, es la estimacion de su real riquezay diversidad
de especies debido a que su reducido tamafio, alta
similitud y complejidad morfologica dificultan su
reconocimiento taxonémico (Pereira et al. 2010).

Durante la ultima década, los marcadores moleculares
han sido utilizado como una herramienta complementaria

para el estudio de la diversidad intra y interespecifica en
diferentes grupos taxonoémicos (e.g., Hebert et al. 2003,
Hebert & Gregory 2005, Bucklin et al. 2011). En particular,
el codigo de barras de ADN ha impulsado estudios
ecoldgicos de la biodiversidad en ambientes acuaticos y
terrestres (Valentini et al. 2009), asi como la investigacion
sobre la sistematica de organismos marinos utilizando
criterios filogenéticos moleculares (Canales-Aguirre et al.
2011). De esta forma, el uso de marcadores moleculares se
convierte en una herramienta practica y eficiente para el
estudio de la diversidad y evolucién de nematodos
marinos, permitiendo implementar una aproximacion
taxonomica integrada, utilizando informacién de rasgos
morfoldgicos y moleculares (Bhadury et al. 2006a, b, Grant
& Linse 2009).

El gen ribosomal 18S del ARN y la regién de Folmer
(Folmer et al. 1994) del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa
Subunidad I (COI) han sido ampliamente utilizados como
cédigos de barra genéticos en invertebrados marinos en
general (e.g., Blankenship & Yayanos 2005, Costa et al.
2007). En el grupo de los nematodos de vida libre, ambos
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genes han sido utilizados, aunque los genes ribosomales
han presentado mayor éxito (e.g., Bhadury et al. 20063,
Derycke et al. 2010). Sin embargo, los protocolos de
fijacion, extraccion y amplificacion del ADN presentan
gran variabilidad en su grado de éxito, por lo que ciertas
metodologias y analisis deben ajustarse de acuerdo al
grupo taxonémico en estudio. En el caso de los nematodos
marinos, el reducido tamafio de los individuos dificulta
la extraccion y éxito de amplificacion del ADN.
Adicionalmente, los protocolos de extraccion de ADN
utilizados tradicionalmente conllevan largos tiempos de
procesamiento (e.g., Floyd et al. 2002, Bhadury et al.
2006a). Los objetivos del presente trabajo fueron
desarrollar un protocolo simple y de reducido tiempo que
permita la fijacion de las muestras, asi como la extraccion
y amplificacidn de su ADN; y evaluar el uso de los genes
18S y COI como potenciales marcadores genéticos Utiles
para el estudio de la diversidad molecular y taxonomia de
especies de nematodos marinos de vida libre, provenientes
de la costa centro-sur de Chile continental y del
intermareal en la Antéartica chilena.

MATERIALES Y METODOS

SITIO DE MUESTREO E IDENTIFICACION MORFOLOGICA

Los especimenes de nematodos fueron obtenidos a partir
de muestras de sedimento provenientes de la zona
intermareal de lquique (20°14°S; 70°8°0), Las Cruces
(34°35’S; 72°2’0), Caleta Lenga (36°45’S; 73°9’0),
Desembocadura del rio Biobio (36°48°S; 73°10°0), Calfuco
(39°46°S; 73°23°0) y Carelmapu (41°45°’S; 73°44°0). En la
Antértica se muestrearon los sitios de Elefantera (62°11°S;
58°59°0) y Escudero (62°11’S; 58°57°0) ubicados en la
Isla Rey Jorge, Islas Shetland del Sur. Los muestreos se
llevaron a cabo entre marzo 2011 y abril 2012. Algunas
muestras fueron fijadas en etanol absoluto el cual presenta
gran efectividad para conservar el ADN, pero que sin
embargo afecta negativamente la morfologia de los
nematodos, dificultando su posterior caracterizacion
morfologica. De esta forma, un segundo grupo de muestras
fueron fijadas en solucion DESS (DMSO/EDTA/saturated
NaCl solution; Seutin et al. 1991). EI DESS, ademas de
conservar el ADN, en muchos casos ha mostrado éxito
en mantener las caracteristicas morfolégicas de los
individuos, lo que permite realizar los analisis genéticos
sobre los mismos individuos que se realizo la
caracterizacion morfologica y clasificacion taxonémica
(‘Yoder et al. 2006). Dado que se utiliza todo el organismo
para los andlisis genéticos, las muestras fueron
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previamente transportadas a los laboratorios del Centro
i~mar, de la Universidad de los Lagos para su clasificacion
taxondmica mediante caracteres morfolégicos y posterior
etiquetado. La identificacion taxondémica se realizé bajo
microscopio (Olympus® BX51 con DIC) segln los
criterios utilizados por Wieser (1953, 1954, 1956) y las
claves de Platt & Warwick (1983, 1988) and Warwick et
al. (1998). En la mayoria de los casos solo se logro llegar
hasta el nivel de género (Tabla 1).

Una vez clasificados morfol6gicamente, los individuos
fueron trasladados a la Facultad de Ciencias de la
Universidad Catélica de la Santisima Concepcion para
realizar los analisis genéticos. Los especimenes
provenientes de la Desembocadura del rio Biobio, dada
la cercania al laboratorio, fueron adicionalmente
identificados taxondmicamente y su ADN fue extraido en
fresco, para compararlos con las muestras fijadas. Por lo
general, se utilizaron 3 individuos por género por cada
tratamiento de almacenamiento (etanol absoluto, DESS y
en fresco) para ensayar diferentes protocolos de extraccion
y amplificacidn en los genes 18S y COIl. Finalmente, con los
protocolos que resultaron amplificaciones positivas, se
secuenciaron un total de 53 individuos de las especies mas
representativas de nematodos continentales y antarticos
encontrados en sus respectivas muestras.

ExTrAaccion bE ADN

La extraccion de ADN se realiz6 utilizando 4 protocolos
distintos: (1) Modificacién al método de Floyd et al. (2002),
(2) protocolo de Higuchi (1989), (3) protocolo modificado
de Higuchi (1989) y (4) kit comercial de extraccion (Kit
EZNA® Tissue DNA Omega Biotek®). Para el primero,
se utilizé HCI 1M, Tris-HCI 0.5M (pH 8.0) y Triton® X-
100 e incubacioén en frio por 8-9 h a -20°C. Posteriormente
se incubaron por 12 ha 60°C, calentados por 3 mina 99°C
y luego enfriados a temperatura ambiente. Finalmente,
los tubos se centrifugaron a 16000 g por 30 s. El protocolo
de Higuchi consistié en 100 pl de Buffer de Higuchi y 5 pl
de proteinasa K (10 mg ml*) con una incubacion de 4 h a
60°C, seguido de 15 min a 94°C. El protocolo modificado
de Higuchi (1989) consistio de 25 ul de Buffer de Higuchi
y 1,25 ul de proteinasa K (25 mg mlt) incubando por 60
min a 65°C, seguido de 15 min a 94°C. Para la fabricacion
del buffer de Higuchi se utiliz6 KCI 0.5M, Tris (pH 8.0)
1M, MgCl, 0.5M, Nonidit P40, Tween 20, Gelatin y agua
destilada autoclavada. Se incubd por 60 min a 65°C
seguido de 15 min a 94°C (Denovan et al. 1999). Los
protocolos se aplicaron en nematodos almacenados en
DESS, etanol absoluto y en fresco (Desembocadura del



Tabla 1. Clasificacion taxonémica al menor nivel posible de los nematodos de vida libre en Chile continental y antartico mediante caracteres
morfoldégicos. Se muestra el nimero de individuos identificados y secuenciados (N), localidades de muestreo y su georeferenciacién /
Taxonomic classification to the lowest possible rank for free living nematodes from continental Chile and Antarctica using morphological
characters. It is showed the number of identified and sequenced individuals (N), sampling sites, and sample GPS coordinates

Familia Género Especie N Localidad Cadigo Latitud Longitud  N°acceso GenBank
localidad

Continentales
Axonolaimidae Odontophora peritricha 1 Las Cruces Cru 34°35'S  72°2'0 KF591736
Axonolaimidae Odontophora peritricha 1 Desembocadura Des 36°48'S  73°10'0 KF591737
Axonolaimidae Odontophora peritricha 1 Calfuco Cal 39°46'S  73°23'0 KF591735
Cyatholaimidae Pomponema sp. 1 Caleta Lenga Len 36°45'S  73°9'0 KF591743
Cyatholaimidae Pomponema sp. 1 Desembocadura Des 36°48'S  73°10'0 KF591742
Enoplidae Enoplus sp. 2 Desembocadura Des 36°48'S  73°10'0  KF591719-KF591720
Enoplidae Enoplus sp. 1 Caleta Lenga Len 36°45'S  73°9'0 KF591721
Ironidae Trissonchulus sp. 1 Desembocadura Des 36%48'S  73°100 KF591746
Oncholaimidae Oncholaimus sp. 1 Desembocadura Des 36°48'S - 73°10'0 KF591739
Oncholaimidae Oncholaimus sp. 1 Caleta Lenga Len 36°45'S 73°9'0 KF591741
Selachinematidae Gammanema sp. 1 Caleta Lenga Len 36°45'S  73°9'0 KF591723
Thoracostomopsidae  Enoploides sp. 10 Iquique Iqui 20°14’S  70°8'0  KF591697-KF591706
Thoracostomopsidae  Enoploides sp. 3 Carelmapu Cmp 41°45'S  73°44'0  KF591707-KF591708
Thoracostomopsidae  Enoplolaimus sp. 1 Caleta Lenga Len 36°45'S  73°9'0 KF591718
Thoracostomopsidae ~ Mesocanthoin ~ ungulatus 1 Caleta Lenga Len 36°45'S - 73°9'0 KF591734

Antarticos
Chromadoridae Chromadorita  sp. 1 Escudero Esc 62°11°’S  58°57°0 KF591696
Monhysteridae Halomonhystera  sp. 2 Escudero Esc 62°11'S  58°57°0  KF3591724-KF591725
Monhysteridae Halomonhystera  sp. 8  Elefantera Ele 62°11'S  58°59'0  KF591726-KF591733
Oncholaimidae ———e- sp. 1 Elefantera Ele 62°11'S  58°59°0 KF591738
Oncholaimidae Oncholaimus sp. 1 Escudero Esc 62°11'S  58°57°0 KF591740
Rhabditidae B sp. 2 Elefantera Ele 62°11°S  58°59'0  KF591744-KF591745
Selachinematidae Garmmanema sp. 1 Elefantera Ele 62°11'S 5859’0 KF591722
Thoracostomopsidae  Enoploides sp. 9  Escudero Esc 62°11°S  58°57°0  KF391709-KF591717
Tripyloididae Bathvlaimus sp. I Escudero Esc 62°11°S  58°57°0 KF591695

MARCADORES GENETICOS, AMPLIFICACION POR PCR v
SECUENCIACION

rio Biobio). En el caso de los nematodos almacenados en
alcohol absoluto, estos fueron lavados previamente con
PBS (solucion fosfato salina) para remover el alcohol
residual y prevenir la inhibicién de la PCR.

Se ensayaron 2 marcadores genéticos: (1) gen 18S
utilizando los partidores MN18F (5’-CGCGAATRGC
TCATTACAACAGC-3")y 22R (5’- GCCTGCTGCCTTC
CTTGGA-3’; Bhadury et al. 2006a, b); y el gen COI
utilizando los partidores universales de Folmer et al.
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(1994), HCO1 (5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAA
ATCA-3’) y LCO1 (5°-GGTCAACAAATCATAA
AGATATTGG-3’). Lareaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se realiz6 en un volumen de 50 pl. Cada solucion de
PCR contenia: 5 pul de extracto de ADN con 10X Buffer
MgClI, 2,5 mM MgCl,, 100X BSA, 2,5 mM dNTPs, 10 uM
de cada partidor, 5 U ul?* Taq y agua destilada ultra pura
(Invitrogen). Se utilizaron 2 tipos de Taq polimerasa: Taq
ADN polimerasa Invitrogen y Toptag ADN polimerasa
Qiagen.

El programa de amplificacién para el fragmento
seleccionado del gen 18S consistié en una desnaturalizacién
inicial a 95°C por 5 min, una amplificacion de 37 ciclos a
95°C por 30 s, 56°C por 1 min, 72°C por 1 min con 30 s y
finalmente un ciclo de extension de 72°C por 5 min. Para la
region de Folmer del gen COl, el programa de amplificacion
consistié en una desnaturalizacion inicial de 94°C por 1
min, con una amplificacion de 35 ciclos a 94°C por 30 s,
49°C por 55 s, 72°C por 1 min con 30 s y seguido de una
extension final de 72°C por 10 min. El producto amplificado
se visualizo por electroforesis en gel de agarosa al 2%,
teflido con bromuro de etidio (1 ul). La purificacién y
secuenciacion de los productos de amplificacién fueron
realizadas en Macrogen Inc. (Corea del Sur).

EDICION, ALINEAMIENTO Y ANALISIS FILOGENETICO

El anélisis filogenético se realizo a partir de las secuencias
generadas con el marcador 18S del ARN debido a la
consistencia de los resultados observados para este
marcador (ver la seccién Resultados y Discusién).
Adicionalmente, se utilizaron secuencias del mismo gen
de 55 especies de nematodos publicadas en la base de
datos moleculares de GenBank para comparar y generar
una hipotesis filogenética asociada a las muestras del
presente estudio. Se utilizaron como outgroup secuencias
de GenBank de las especies Axonchium propinquum
(AY284820.1) y Paractinolaimus macrolaimus (AY993978.1).
Las secuencias fueron editadas y alineadas en el programa
MUSCLE (Edgar 2004) implementado en el programa
MEGAS5 (Tamuraetal. 2011). Tanto la edicion y alineacion
fueron complementariamente revisadas a 0jo para
descartar cualquier error de lectura o alineacién. Para los
analisis filogenéticos, se utiliz6 el método de Cadenas de
Markov Montecarlo (MCMC) dentro de un marco
Bayesiano (BMCMC), para estimar la probabilidad a
posteriori de los arboles filogenéticos. Debido a que los

i<http://www.evolution.reading.ac.uk/BayesPhy.html>
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sitios nucleotidicos de un mismo gen poseen diferentes
patrones y tasas de substitucion de nucleétidos, se utilizé
el modelo mixto general (MM) de Pagel & Meade (2004,
2008), basado en el modelo General de Tiempo Reversible
mas tasa de distribucion Gama (GTR+T") de evolucidn de
secuencias (Rodriguez et al. 1990). EI modelo MM
acomoda casos en el cual los sitios en el alineamiento
evolucionan cualitativamente de diferentes modos, sin la
necesidad de un conocimiento a priori de esos patrones,
ni particion de los datos. Para seleccionar el nimero de
patrones (0 modelos GTR) utilizamos el método MCMC
con Salto Reversible (RIMCMC) (Green 1995, Pagel &
Meade 2008). Esta aproximacién permite explorar una
variedad de posibles modelos y sus pardmetros asociados,
convergiendo hacia el modelo que se ajusta mejor a los
datos en la muestra de &rboles. Estos anlisis se realizaron
en el programa BayesPhylogenies 1.1'. Los analisis
BMCMC se llevaron a cabo 4 veces de manera
independiente, con 140.000.000 iteraciones de arboles
filogenéticos, muestreados cada 10.000 arboles para
asegurar que la muestra fuese independiente. Finalmente
se selecciono la cadena que tuvo la mayor verosimilitud
marginal. De esta muestra de arboles se excluyeron los
primeros 4.000, ya que estos estaban fuera de la zona de
convergencia de la Cadena de Markov. Por Gltimo, se re-
muestred cada 17 arboles para obtener una muestra final
de 589 arboles con un bajo valor de autocorrelacion
(0,0008) en la verosimilitud. Esta muestra final se utilizd
para reconstruir el arbol consenso por la regla de la
mayoria y estimar los valores de probabilidad a posteriori
en el programa BayesTrees 1.3.

Para obtener las relaciones filogenéticas por el criterio
de optimizaciéon de Méxima Verosimilitud, estimamos el
arbol que maximice la verosimilud de nuestras secuencias
bajo el modelo GTR+T, utilizando el programa RAXML
GUI 1.1 (Silvestro & Michalak 2010), una interfaz grafica
para RaxML-VI-HPC (Randomized Accelerated Maximmum
Likelihod; Stamatakis 2006). Para obtener el soporte de
los nodos fue utilizado el método de bootstraping
(Felsenstein 1985) con 10.000 pseudoréplicas. Finalmente,
para obtener el arbol por el criterio de optimizacion de
Méaxima Parsimonia, se utiliz6 el programa MEGA 5
(Tamura et al. 2011), donde la busqueda del arbol se
realizd6 mediante la técnica TBR (Tree Bisection and
Reconecction). El soporte de los nodos de este arbol se
obtuvo mediante bootstraping con 10.000 pseudoréplicas.



LIBRERIA DE cODIGOS DE BARRA DE ADN PARA ESPECIES
DE NEMATODOS

La descripcion e identificacion morfoldgica de las
especies de nematodos analizadas se relaciond con su
respectiva secuencia de ADN para el marcador genético,
generando una libreria tipo cédigos de barra de ADN
para cada uno de los 53 individuos de nematodos
analizados en esta investigacion (Tabla 1).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las extracciones de ADN realizadas con la modificacion
al método de Floyd y la modificacién al método de Higuchi
presentaron amplificaciones positivas en todas las
muestras ensayadas para la regién del gen 18S y s6lo un
10% para COI (Tabla 2), tanto en aquellas fijadas en etanol
absoluto como en DESS (ver abajo). En contraste, el
método de Higuchi (no modificado) y el Kit comercial de
extraccion no mostraron amplificacion en estos genes. Si
bien el método de Floyd mostré buenos resultados, su
protocolo més extenso (aproximadamente 22 h) y
demandante de una mayor cantidad de reactivos, lo hacen
menos eficiente y mas costoso en relacion al método de
Higuchi modificado que s6lo toma 75 min. Este método
permite una considerable optimizacion en tiempo y
recursos en comparacion a los protocolos comdnmente
usados en nematodos (e.g., Bhadury et al. 2006a, b;
Bhadury et al. 2008) lo que lo convierte en una excelente
y nueva alternativa para realizar estudios genéticos en
este grupo. En el caso del método de extraccion utilizando
el kit comercial, una de las principales limitaciones para
su efectividad, es el poco tejido disponible para la
extraccion, debido a que los nematodos componentes de
la meiofauna son usualmente de pequefio tamafio corporal
(< 1 mm de longitud).

La utilizacion del marcador 18S y el uso de la ADN
polimerasa Toptag ADN de Qiagen mostraron
amplificaciones positivas y consistentes en todas las
muestras ensayadas con un tamafio de fragmento de 345
pb (Tabla 2). En contraste, las amplificaciones realizadas
con Taq ADN polimerasa de Invitrogen no mostraron
resultados positivos en ninguno de los genes, aun
cuando posteriormente se ensayd protocolos de
amplificacion con diferentes concentraciones de MgCl,,
partidores y volumen de extracto de ADN. Anteriores
estudios en nematodos han mostrado que si bien el gen
18S es un gen que muestra moderado polimorfismo
(Pereira et al. 2010), presenta alta tasa de éxito en su
amplificacion, por lo que se ha utilizado como marcador

de cddigo de barra genético en este grupo (Floyd et al.
2002, Blaxter 2004, Powers 2004, Bhadury 2006a). Por otra
parte, no se obtuvo una amplificacién consistente de la
region del gen mitocondrial COI con ninguna de la enzimas
polimerasas utilizadas, observandose menos del 10% de
muestras amplificadas con Toptag polimerasa (Qiagen),
sin un patron aparente entre niveles taxonémicos (Tabla
2). Dada su escaso éxito, las pocas muestras amplificadas
no fueron secuenciadas. Aunque esta region del gen COI
ha sido utilizado con éxito en estudios genéticos en
algunas especies de nematodos marinos de vida libre,
trabajos anteriores muestran en general que su utilidad
pareciera ser especie 0 grupo especifico (e.g., Bhadury et
al. 2006a, Derycke et al. 2010).

El método de fijacion de los individuos no fue un factor
determinante en el éxito de extraccion y amplificacion, ya
que tanto para nematodos en fresco, fijados en DESS
como en etanol se obtuvieron los mismos resultados (Tabla
2). Sin embargo, la utilizacién de DESS tiene la ventaja
comparativa de permitir almacenar los ejemplares de
nematodos para realizar analisis morfolégicos y genéticos
sobre los mismos individuos (Yoder et al. 2006).

El estudio morfoldgico de las muestras reveld un total
de al menos 12 géneros distintos pertenecientes a 11
familias (Tabla 1). Al respecto, el analisis filogenético
realizado con las secuencias obtenidas en este trabajo y
las extraidas desde GenBank para el gen 18S, mostré en
términos generales, medios a altos valores de probabilidad
a posteriori y de bootstrap. Sin embargo, se observaron
inconsistencias para algunos géneros entre la asignacién
morfoldgica y la pertenencia a clados filogenéticos. Por
ejemplo, los individuos de las localidades antarticas (Ele:
Elefantera, Es: Escudero) caracterizados morfoldgicamente
como Halomonhystera sp. y Enoploides sp. se alojaron
en clados de otras especies congenéricas o de especies
confamiliares encontradas en otras latitudes (Fig. 1). Una
situacion similar ocurrié en las muestras continentales
asignadas a Enoploides sp., en las cuales se observa
polifilia. A nivel de familia también se observaron
discrepancias entre la clasificacion morfoldgica y la
asignacion a clados filogenéticos (Fig. 1). Un individuo
de la localidad de Lenga clasificado morfoldgicamente
como Gammanema sp., perteneciente a la familia
Selachnematidae, corresponderia mas bien a una especie
asociada a la familia Thoracostomopsidae. Ademas, un
individuo de la localidad de la Desembocadura del Biobio
clasificado morfoldégicamente como Pomponema sp. de
la familia Cyatholaimidae, perteneceria a una especie de
la familia Ironidae. Finalmente, un individuo del sitio

Vol. 49, N2 1, 2014
Revista de Biologia Marina y Oceanografia

151



152

A tium proping (AYZS‘ISZD‘ISE
Paractinolaimus macrolaimus }AYW 78.1)
65/64/52 Halichoanolaimus dolichurus AM234629
Synonchiella sp. F1040468
Enaploides sp, HM564549
Enaploides brunettii AY854193
Enaploides sp. Iqui
Eﬂt.?l'ﬂfﬂl:ﬂfﬂs sp. Len
Enoploides sp. 1qui
Enfj loides sp. Iqui
“noploides sp. [1 ;
Enoploides sp. Iqui
Enaploides sp. [cl_lll
Enoploides sp. Cm
:ﬂ[}f)fﬂ“f&\' sp. gmp
Enaploides sp. Cmp
Enoploides sp.
Enoploides sp.
Enoploides sp.
— Enoploides sg‘
Mesacanthoides sp. GU139761
Bathylaimus sp. AM234619
Epacanthion sp, GU139759
Oxyonchus sp. GU139764
Gammanenta sp. Len
Mesocanthoin ungulatus Len
Thoracostomopsidae sp. HM564619
Enoploid Ou(z;ofarmus sp. Des
“napleides sp. Esc .
Enoploides ob. Ese Enoplida

gnop!ﬂfdes sp. Esc

BI5T12

NN

qui

533331

Enoplus sp. Des
Bathylaimus assimilis AJ966476
659975 — Batkylaimus ?. Esc
Ironus sp. FJ04049
635075 — sp. Des
1

= Trissonchiudus sp. Des
5 B Dolicholaimus sp. HM564604
Syringolaimus sp. HM564501
f sp AM235215
KN~ Enoplus sp. Des
Enoplus sp. Len
us meridionalis Y16914
88336

noplus
Enaplus brevis U8
Enaplus communis AY854192
Adoncholaimus fuscus AYB54195
Adoncholainius sp. AM236077

N gﬁ 1pl sp. FJ040502
Viscosia sp. HM564597
Pontonema vulgare AF047890
Mgmnlc.‘s’omimus sp. GU139748

sp. Esc
Oncholaimidae sp. Ele
Oncholaimidae sp. FJ040493
Oncholaimus sp. Len
Halomonhystera sp. Ele
Halomonhystera sp. Esc
Enaplaides sp. Esc
Gmmaukgslem disjuncta AJI66485
Hn!o?g; ysrer: sp. Ele o
omon ra sp. Esc -
[ Halomonhysters sp ¥le . Monhysterida
Hm‘amonhxnem sp. Ele
Halomonhystera sp. Ele
— Halomonhystera sp. Ele
i Halomonfiystera sp. Ele
Th acer AM234627

Daptonema setosum AM234045

L2

5838/

Setosabatieria hilarula AM.
Sabatieria celtica AM234626
Dorylaimopsis punctata AM234047
batieria ,eufch
Achrom

ra AM234623
adora terricola AY 593940 1
chromadora ruricla AY593941 Chromadorida
imolaimus pratensis AY593942
. %n;wptr;ﬂﬂqﬁem AM:A’&‘I'&‘?:
letachromadora rema;
== = Demoa‘mzwn ca aﬁzgfgzs
Terschellingia longicaudata AMZ234716
Paralinhomoens sp. AM235216
Parodontophora sp. GU937777
Axonolaimus sp. FJ040461
Qdontophora rectangula AY854233
Odontophora sp. FJ040459
Ascolaimus elongatus AY854231
Axonolaimus helgolandicus AY854232
Odontophora peritricha Cal
Odontaphora peritricha Cru
Odontophora peritricha Des

100/100/%7

9790/
78/57 FNT0EE

9RTLT2

Chromadorita sp. Esc
= Cratholamidae sp. AY854212

 Rhabditidae Ele
Rhabditidae Ele

Cyatholaimus sp. AY854213
‘raeacanthonchus sp. DQ394730
Pracacanthonchus punctatus AY 854214
— Paracuatholaimus intermedius AJ966495

— I
L

60

sp. Len
Gammanema sp. Ele

Figura 1. Arbol consenso de la muestra bayesiana obtenido del analisis del gen ribosomal 18S. Para cada individuo se indican las localidades de
muestreo, o los cédigos de acceso de las secuencias obtenidas de GenBank (Tabla 1). Los nombres especificos en negro indican las secuencias
obtenidas de GenBank, en azul las provenientes de la Antartica y en rojo de sitios de Chile continental. Los cuadros en color indican el orden de
las especies. Los valores sobre los nodos corresponden a los valores de probabilidad a posteriori (sobre 0,5), soporte de bootstrap para ML y MP
respectivamente, cuando las topologias fueron similares / Bayesian consensus tree obtained from the analysis of the 18S ribosomal gene. For
each sequence, sampling location or the GenBank accession number is given (Table 1). Species names in black are from GenBank, in blue from
Antarctica, and in green from continental Chile. Nematode Orders are indicated by different color boxes. Values above the nodes indicate the
a posteriori probability (> 0.5 only) and bootstrap support for ML and MP analyses, respectively only where the topologies agreed
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Antértico Escudero clasificado como Enoploides sp. de
la familia Thoracostomopsidae, corresponderia a una
especie de la familia Xyalidae. De esta forma, a pesar de
que el gen 18S muestra ser un gen relativamente
conservado (Pereira et al. 2010), la discrepancia observada
entre la clasificacion morfol6gica y molecular sugiere la
potencial existencia de especies cripticas en las costas
continentales y antarticas de Chile (Fig. 1). Sin embargo,
dado el tamafio del fragmento amplificado (345 pb) y el
moderado soporte de algunos nodos, futuros estudios
deberian incluir marcadores moleculares adicionales para
dar mayor sustento a nuestros resultados. Adicionalmente,
es necesario realizar observaciones méas minuciosas de
los ejemplares que mostraron discrepancias, para poder
determinar potenciales diferencias morfolégicas o
definitivamente considerarlas especies cripticas, y en
algunos casos reasignarlas a otros géneros o incluso
familias.

Dado que en algunos casos las diferencias
morfoldgicas utilizadas en el presente estudio para la
clasificacion son significativas como para asumir un error
en la identificacién, una de las hipotesis que podria
explicar algunas inconsistencias a nivel de familia es que
se haya secuenciado el contenido estomacal de algunos
individuos. Esto se pudo dar especialmente en el individuo
Enoploides sp. de la localidad de Escudero, dado que
este género es reconocido como un importante depredador
de lameiofauna (Galluci et al. 2005). Sin embargo, basados
en la potencial existencia de grupos polifiléticos en el
analisis filogenético molecular realizado (Fig. 1),
apoyamos la hip6tesis de diversidad criptica para el grupo
de los nematodos, lo que potencia la utilidad de las
herramientas moleculares como complemento a la
aproximacion morfologica clasica para el estudio de su
diversidad y evolucién. Finalmente, alin queda determinar
si las especies encontradas son nuevos registros para
Chile o nuevas especies para la ciencia, lo cual es materia
actual de investigacion.
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