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RESUMEN

La biologia comparada es una de las disciplinas mds antiguas de la ciencia y su desarrollo
mds reciente es el Método Comparativo Filogenético. Uno de los métodos mds usados es la
reconstruccion de estados ancestrales, los que han sustentado un gran nimero de estudios
sobre la ganancia y/o pérdida de los estados de rasgos durante la evolucion. Por ejemplo,
dentro del Phyllum Mollusca hay varios grupos que han reducido y/o perdido durante su
evolucion la concha, siendo este caracter ancestral el mds distintivo y perdurable.
Particularmente, para la clase Cephalopoda, a partir del estudio de esta estructura (presente
en grupos tanto fésiles como actuales), se proponen varias hipétesis evolutivas que darian
cuenta de su actual diversidad y variabilidad. Los cefalopodos se dividen actualmente en
dos linajes, Nautiloidea y Coleoidea. El primer grupo (de concha externa) cuenta tan sélo
con 4 especies confirmadas asociadas a los géneros Nautilus y Allonautilus. Los coleoideos
de concha interna en cambio, representan mas del 99 % de la riqueza de la clase, con 800

especies descritas.

Para los cefalopodos coleoideos se proponen dos hipotesis de amplia aceptacion, relativas a
las caracteristicas ancestrales de su concha interna, una sobre su naturaleza calcirea y otra
sobre la existencia de tres piezas fundamentales (rostrum, fragmocono y proostraco), las
cuales en quienes la poseen, cumplen funciones de contrapeso, voyantez y equilibrio,
respectivamente. Se ha propuesto que, junto a la internalizacion y posterior reduccion de la
concha, una concha calcarea constituida por un rostrum, fragmocono y proostraco, seria el
punto inicial a partir del cual se habria originado la actual diversidad de los coleoideos. Sin
embargo, existe evidencia para un camino alternativo en los linajes ancestrales, el de una
concha con presencia principalmente de material organico y donde no todas las piezas antes
sefaladas estarian presentes. En la presente tesis se propuso contrastar estas hipotesis
mediante el uso del método comparativo filogenético, con el objetivo de inferir la

naturaleza y constitucion de la concha ancestral y su direccion de cambio evolutivo.

Se ha sefialado que la importancia adaptativa de la concha se vincula principalmente a su
internalizacién, puesto que una concha interna habria permitido el desarrollo del manto y
con esto, la conquista de nuevos y variados ambientes, el surgimiento de nuevas y mas

eficientes formas de desplazamiento, el establecimeinto de conductas cada vez mads
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complejas y finalmente, su alta diversificacion. Sin embargo, a pesar de la importancia que
revestiria la concha en la evolucién de los coleoideos, pocas investigaciones han puesto a
prueba explicitamente estas ideas sobre el origen y evolucién de la concha interna
(centrandose basicamente en dos aspectos, internalizacién y reduccion), desconociéndose
actualmente su real relevancia evolutiva en la historia del grupo. Bajo estas
consideraciones, el objetivo general de esta tesis es contrastar las principales hip6tesis
propuestas acerca de la importancia e implicancias evolutivas de la modificacion de la

concha en los coleoideos.

Sin embargo, para evaluar estas ideas acerca de la evolucion de la concha interna, es
importante contar con una adecuada hipdtesis filogenética que pueda dar cuenta de las
relaciones de ancestro-descendencia del grupo, la cual permanece en varios grupos
conflictiva. Adicionalmente, el poder estimar mediante el método comparado, el origen y
diversificacion del grupo, nos ayudara a comprender el contexto histérico bajo el cual han
operado tales cambios. Esto ultimo complementado con la evaluacion del contexto
evolutivo de la distribucién geografica de los coleoideos, ejemplificado en el suborden
Myopsida (familia Loliginidae), el cual si bien no representa a toda la clase Coloidea, por
su tipo de distribucion, si representa aquellos grupos de coleoideos en los cuales es
esperable la emergencia de la sefial filogenética para este rasgo geografico. Los resultados
muestran que para aquellos linajes con un tipo de distribucién neritico-costera como los
loliginidos y posiblemente los sépidos, las especies mds emparentadas tienden a tener
distribucion geografica mds cercana que la esperada por azar. Por otra parte, como se vera
en el capitulo IV de esta tesis, los mydpsidos (como los restantes grupos de coleoideos
considerados) si muestran sefial filogenética para el tipo y naturaleza de la concha, pero no
se observa una correlacion entre distribucion geografica y estos dos caracteres, pues al
parecer las caracteristicas de la concha y su naturaleza no se vincularia con la cercania

geografica, salvo en grupos con distribucion neritica-costera.
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Los principales resultados obtenidos en esta Tesis permiten proponer que:
I Filogenia, Origen y Diversificacion de Coleoidea:

i) Se recupera la monofilia de la subclase Coleoidea, ii) se apoya la existencia de las
siguientes agrupaciones como clados: Decapodiformes, Octopodiformes, Loliginidae,
Oegopsida, Idiosepiidae, Sepiidae, Sepiolidae, Vampyromorphida, Octopoda, Cirrata e
Incirrata y, iii) permanece incierta Sepioidea, por la ambigua posicion filogenética de
Spirulida y la separacion en el arbol de los clados Idiosepiida/Sepiolida de

Spirulida/Sepiida.

ii) La subclase Coleoidea se habria originado en el Paleozoico (Carbonifero), con un evento
principal de especiacién en sus clados principales, iniciado durante el Mesozoico en el

Cretacico Tardio (Cenomanience/Turoniense), tras la barrera C/T.

II Biogeografia Calamares Mydpsidos:

i) El origen de la familia Loliginidae estaria en el Pacifico Oeste (hace unos 59 Ma) y ii) su
actual distribucion obedeceria principalmente a procesos historicos de dispersion, siendo un
caso aislado dentro de la subclase Coleoidea de vinculacion filogenética con distribucion
geografica, sin relacién filogenética directa con el tipo (estructura y naturaleza) de concha

presente.

III) Estados Ancestrales Concha Subclase Coleoidea

i) El ancestro de los cefalopodos coleoideos se caracterizaria por poseer una concha de
material calcareo, conformada por un fragmocono; ii) conchas con material principalmente
quitinoso y las piezas rostrum y proostraco, constituirian novedades evolutivas para la
subclase Coleoidea; y iii) las principales transiciones en los estados del cardcter, a través de
la historia de los coleoideos, apuntarian a un cambio de la naturaleza en la concha desde
calcdrea a quitinosa y, en el caso de la estructura, la generacién de multiples eventos de

cambio del estado del caracter en diferentes partes del arbol.
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Los hallazgos de este estudio permiten proponer que las modificaciones en la concha
interna de los cefalépodos coleoideos, tanto en lo relativo a su naturaleza como en sus
piezas constituyentes (fragmocono, proostraco y rostrum) muestran sefial filogenética con
un fuerte efecto de la relacion ancestro - descendiente, aunque el componente adaptativo no
seria descartable, considerando que la posesion de una concha interna quitinosa a la forma
de pluma estd presente en linajes relativamente distantes como por ejemplo los subordenes
Myopsida y Oegopsida. Asi, no sélo la reduccién de la concha interna ha sido un hito
relevante para entender la gran diversidad de los coleoideos en la actualidad, sino también
los cambios sufridos en sus partes fundamentales, dirigidos particularmente a la pérdida de
relevancia estructural y funcional del fragmocono y a partir de una concha ancestral
calcérea, el inicio de un proceso de cambio hacia una pieza de naturaleza quitinosa que
habria otorgado al grupo nuevas y novedosas formas de desplazamiento. Finalmente,
consideramos que la reduccion y pérdida del fragmocono y rostrum y el cambio en la
preeminencia del material quitinoso por el calcdreo, serian manifestaciones de la Ley de
Dollo en Ia historia de Coleoidea. Lo anterior, en funcion de la casi nula presencia masiva
de estas estructuras y material en los actuales coleoideos, los que habrian derivado de

linajes ancestrales que si los tenian.



INTRODUCCION GENERAL

Para trabajar con un grupo de especies, es necesario recurrir a andlisis comparativos, a
objeto de evaluar hipétesis que involucren una o mds de sus caracteristicas o atributos
(heredadas por su historia comin y/o moldeadas independientemente por presiones
selectivas). Para los bidlogos evolutivos el método comparativo filogenético ha sido una
herramienta fundamental (Felsenstein 1985, Harvey & Pagel 1991, Diaz 2001-2002,
Huelsenbeck & Rannala 2003) que permite comparar especies o categorias taxondmicas
superiores para uno o mds rasgos de interés. La contribucién del método comparativo a la
biologia evolutiva es rica y extensa, y se pueden citar muchas aplicaciones pricticas y
tedricas en ramas como sistemadtica, fisiologia, etologia y en problemadticas evolutivas
relativas a la deteccion de sefial filogenética, correlacion entre caracteres, deteccion de
adaptacion y comparacién de especies que difieren en polyploidia (Clutton-Brock &
Harvey 1976, Futuyma 1986, Garland & Carter 1994, Blomberg et al. 2003, Huelsenbeck
& Rannala 2003, Rezende & Garland 2003, Soltis et al. 2004, Cornwallis ef al. 2010). Uno
de los métodos mds usados es la reconstruccion de estados ancestrales que ha sustentado un
gran nimero de estudio sobre la ganancia y/o pérdida de estados de rasgos (Huelsenbeck &
Rannala 2003). En este contexto, tradicionalmente se ha sugerido que la perdida de un
rasgo a través de la evolucion es irreversible (Gould 1970; Goldberg & Igic 2008), idea que
se formaliza como la Ley de Dollo (Gould, 1970). En muchos casos el Método
Comparativo Filogenético ha servido para rechazar esta hipétesis en un contexto

filogenético (Lynch & Wagner 2010, Seher et al. 2012, Ibafiez et al. 2014).

Un escenario tipico mediante el cual comparamos especies es a través de una hipotesis
filogenética, es decir, una hipétesis de relaciones de ancestro-descendencia en un
determinado grupo de especies. Sin embargo, las filogenias tienen sus propias
consideraciones metodolégicas y tedricas (por ejemplo un método particular de
reconstrucciéon, un modelo de evolucién del caricter o un modelo de sustitucién
nucleotidica), pero nos pueden ayudar a inferir muchos aspectos de la historia de las
especies, tales como tipos evolucion (gradual v/s equilibrio puntuado), evolucién
correlacionada, inferencia de caracteres ancestrales, cantidad de cambio evolutivo en los

linajes, deteccion de seleccion natural, patrones de diversificacion y estimacién de tiempos



de divergencia (Fu & Li 1993, Pagel 1994, Pagel er al. 2004, 2006, Venditti et al. 2008,
Losos 2011, Tanner et al. 2017). Estos esfuerzos por ordenar y organizar la naturaleza, es

parte de lo que se conoce como Sistematica Filogenética.

Cuando estamos interesados en inferir las caracteristicas ancestrales en un determinado
grupo podemos recurrir al Método Comparado Filogenético, es decir, a la comparacion del
carcter entre especies, utilizando una filogenia que da cuenta de sus relaciones de
ancestro-descendencia y un modelo de evolucién del rasgo, los que han sustentado un gran
nimero de estudios sobre la ganancia y/o pérdida de los estados de rasgos durante la
evolucion como lo propone la ley de Dollo. Por ejemplo, dentro del Phyllum Mollusca hay
varios grupos que han reducido y/o perdido la concha durante su evolucién, siendo este

caracter ancestral el mds distintivo y perdurable.

Particularmente, nuestro grupo de interés es la subclase Coleoidea, el linaje mas variado y
abundante de cefal6podos, con unas 800 especies descritas, representando cerca del 99 %
de la riqueza actual de cefalépodos (Carlini et al. 2000, Allcock et al. 2015, 2017, Jain
2017). Los coleoideos son moluscos exclusivamente marinos, caracterizados por la
presencia de una concha interna (a veces ausente), 8 o 10 apéndices circumorales y un par
de ctenidios (Jereb et al. 2010a). Estdn ampliamente distribuidos en todos los océanos,
desde los polos a las zonas tropicales, en los margenes continentales y dreas ocednicas y
desde la superficie hasta cerca de los 5000 metros de profundidad (Jereb et al. 2005). Los
actuales coleoideos se dividen a su vez en dos clados principales, Decapodiformes (v gr.
calamares, sepias) y Octopodiformes (v gr. pulpos cirrados e incirrados). Si bien hay
consenso general acerca de la monofilia del grupo y la existencia de esta primera gran
divisiéon (Allcock et al. 2015), algunas relaciones internas a nivel de orden y familias

permanecen inciertas y son objeto de permanente debate (Lindgren et al. 2012).

Distribucion Geografica de la subclase Coleoidea. Los cefalopodos coleoideos se
distrubuyen actualmente en todos los océanos (Jereb et al. 2010a). En la historia del grupo
hay diversas hipétesis respecto de como fue su distribucidn original y a partir de ésta, como
diversificaron hasta el patron que hoy observamos. Los coleoideos habrian surgido a partir
de un pequefio grupo de cefalépodos llamados bactritidos, de los cuales se infiere por la

naturaleza de su concha un hébito de vida pelagico (Holland 2003). Los actuales coleoideos



(=Neocoleoidea) incluyen calamares o teuthoideos (oegdpsidos y midpsidos), sépidos,
sepiolidos, idiosépidos, espirilidos, todos los cuales forman el superorden Decapodiformes.
Los Octopodiformes por su parte, incluyen a los pulpos (cirrados e incirrados) y el calamar
vampiro. Los calamares oegdpsidos poseen una amplia distribucién geografica, haydndose
en aguas océnicas epi, meso y bathypeldgicas del planeta (Voss 1988). Los calamares
myé6psidos son demersales y estdn asociados exclusivamente a aguas neritico-costeras de
todos los continentes (Jereb e al. 2010b). Arkhipkin et al. (2012), a partir de la evaluacién
del fragmocono vestigial de varios linajes de calamares, infieren un origen en aguas
profundas para los teuthoideos (Myopsida + Oegopsida). Los sépidos habitan aguas poco
profundas y al igual que los myopsidos se les encuentra sobre la plataforma continental de
todos los continentes, salvo el americano tanto en su franja atlantica como pacifica (Reid et
al. 2005). Los sepidlidos son de habitos pelagicos y bentdnicos, pero siempre asociados al
area neritica del océano (Anderson ef al. 2004, Reid & Jereb 2005). Los idiosépidos por su
parte viven en el Pacifico Oeste e Indo-Pacifico siempre en la costa, la mayoria de su vida
sobre algas marinas (Reid 2005a). Finalmente, los espirtlidos son coleoideos cosmopolitas
mesopeldgicos, habitantes de aguas profundas tropicales y subtropicales (Reid 2005b). Los
linajes ancestrales (=Paleocoleoidea) hasta hoy asociados a los Decapodiformes (orden
Belemnitida y Diplobelida), se infiere un hdbito de vida peldgico. Sin embargo, la presencia
de mayor material calcitico en la concha de estos 6rdenes en relacion con los actuales
Decapodiformes (donde hubo decalcificaciéon), sugiere un sistema de vida menos

desarrollado y activo que estos dltimos, al persistir en ellos la voyantez (Fuchs & Iba 2015).

En los Octopodiformes, los pulpos cirrados se encuentran en aguas profundas siendo
demersales o cuasi-benténicos (Voss 1988). La excepcional conservacion de las partes
blandas y duras de un individuo Pohlsepia mazonensis (uno de los mds antiguos fosiles
asociado al superorden Octopodiformes), permite evidenciar la presencia de aletas y la
ausencia de concha interna (Kluessendorf & Doyle 2000), lo cual sugiere un habito de vida
preferentemente demersal y de aguas profundas. Este linaje es considerado ancestral en los
pulpos en general y los pulpos cirrados en particular. Los pulpos incirrados son
mayoritariamente benténicos (pues la mayoria de las especies pertenecen a la familia
Octopodidae), pero con origenes independientes. Asi, por ejemplo, se ha propuesto el

extremo sur de los océanos mundiales como el centro de origen de varios géneros de pulpos



que habitan los mares profundos (Strugnell ef al. 2008, Ibafiez et al. 2016). También hay
representantes peldgicos como la familia Argonautidae (Young ef al. 1998, Finn & Norman
2010). Palaeoctopus es uno de los géneros fésiles mas cercanos a los pulpos incirrados
(Haas 2002). Algunas de las caracteristicas morfoldgicas rescatadas en Palaeoctopus
(presencia de aletas y cirros), sugiere que el ancestro de los pulpos incirrados era peldgico
(Haas 2002). Finalmente, el calamar vampiro Vampyroteuthis infernalis el Unico linaje
viviente del orden Vampyromorphida es un Octopodiforme cosmopolita peldgico, habitante
de aguas profundas (Seibel et al. 1998). Loligosepiina es considerado por muchos autores
como el linaje ancestral mds cercano a Vampyroteuthidae, la familia a la cual pertenece V.
infernalis (Fuchs & Iba 2015), siendo parte del orden Vampyromorphida (Fuchs & Larson
2011). Si bien el modo de vida de este linaje precursor de Vampyroteuthidae es confuso,
pues se sefialan hdbitos tanto benténicos como peldgicos, la existencia de ganchos o garfios
pertenecientes a belemnites en su contenido estomacal (Fuchs er al. 2013), sugiere como la
opcion mds valida, un tipo de vida pelagico.

Tabla 1: Resumen hébitos de vida subclase Coleoidea:

Relacién con

Subclase Superorden Orden Suborden Especie Hébito de Vida subclase Coleoidea
Nautiloidea Bactritoidea (¥} --—----  ceeeeee 0 eeeen Peldgico Grupo precursor
Coleoidea  ------- Aulacocerida (*)  ----- 0 eeeeen Peldgico Grupo hermano actuales coleoideos
Coleoidea  ------- Belemnitida (*)  ------- Pelagico Grupo hermano actuales colecideos
Coleoidea  ------- Diplobelida (*)  -—----- Peldgico Grupo hermano actuales coleoideos
Coleoidea  ------- Donovaniconida (*) ------- peldgico Grupo hermano actuales coleoideos
Coleoidea  ------- Hematitida (*)  -—---- Peldgico Grupo hermano actuales coleoideos
Coleoidea  ------- Phragmoteuthida {*) ------- Peldgico Grupo hermano actuales coleoideos
Colecidea Decapodiformes ---—---  ——eeee Pelagico-Demersal-Bentdnico -

Colecidea Octopodiformes ---—---  ——ooee Peldgico-Demersal-Benténico -

Colecidea Decapodiformes Oegopsida —— peligicco

Colecidea Decapodiformes Myopsida - eeeeees pemersal

Coleoidea Decapodiformes Sepiida ~ —----—- Demersal e

Coleoidea Decapodiformes Sepiolida ~  ------- Pelagico-Benténico e

Coleocidea Decapodiformes Idiosepiida  ——-----  seemees Demersal-Benténico  meeeeee

Coleoidea Decapodiformes Spirulida - Spirula spirula peldgico e

Coleoidea Octopodiformes Octopoda Cirrata Pohlsepia mazonensis [*) Demersal e

Colecidea Octopodiformes Octopoda Cirrata ~ ---—--- Demersal-Cuasi-Bentdnice  —eeeee-

Coleoidea Octopodiformes Octopoda Cirrata Palaeoctopus spp. (¥} peldgico e

Coleoidea Octopodiformes Octopoda Incirrata - Bentdnico-Peldgicc e

Coleoidea Octopodiformes Vampyromorphida Loligosepina (*) - peldgico e

Coleoidea Octopodiformes Vampyromorphida  ------- Vampyroteuthis infernalis Pelagico  ceeeee

(*): Fasiles

Establecer si el contexto geografico se correlaciona con el tipo de concha presente en los
Coleoideos bajo un marco histdrico, podria ayudar a entender si el tipo y naturaleza de la
concha guarda un componente adaptativo relevante en funcion del area geografica donde se

les encuentra a los coleoideos. Al respecto, existen avances desde el trabajo de Brakoniecki



(1986), quien sugiere que en una familia de calamares mydpsidos (Loliginidae) el patrén de
distribucion geografica (asociada a los margenes continentales) posee sefial filogenética, es
decir, las especies mds estrechamente emparentadas poseen una distribucién similar.
Rescatar esta sefial en Coleoidea es una primera aproximacion para evaluar la vinculacién
con el tipo de concha presente en sus clados principales.

Concha Interna de Coleoidea. Bajo el marco del estudio de los caracteres ancestrales, la
concha en el Phyllum Mollusca se ha constituido histéricamente en uno de los caracteres
mds distintivos, unificadores, perdurables y relevantes en su evolucion (Furuhashi et al.
2009, Smith et al. 2011). Los moluscos pertenecientes a la clase Cephalopoda son el caso
mds evidente y a partir del estudio de la concha presente en grupos fosiles y actuales, se han
sugerido variadas hipétesis evolutivas que darian cuenta de la actual diversidad y
variabilidad morfolégica del grupo (Young et al. 1998, Fuch et al. 2015). Asi, los cambios
sufridos en su concha pasarian a ser un elemento central en su historia (Nishigushi &
Mapes 2008, Kroger et al. 2011). En los cefalopodos coleoideos, se han esgrimido dos
hipétesis de amplia aceptacion, relativas a las caracteristicas ancestrales de la concha
interna. Una en cuanto a su naturaleza y otra en cuanto a su constitucion basica. Respecto a
su naturaleza, se sefiala que la concha ancestral fue de carbonato de calcio, lo que se
apoyaria en la evidencia paleontolégica (Kroger et al. 2011, Fuch et al. 2015, Sutton et al.
2016, Tanner et al. 2017). La posesion de una concha calcdrea supondria varias ventajas
tales como capacitar al animal para el nado horizontal, el logro de un sistema eficiente de

lastre y la regulacion de la boyantes (Young et al. 1998, Kroger et al. 2011).

Respecto de su constitucion, y tal como lo muestra la Figura 1, la concha ancestral estaria

conformada por tres piezas, el rostrum, el fragmocono y el proostraco.
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Figura 1: Estructura concha coleoideo ancestral
(Modificado de Lukeneder 2005)

Esto se apoyaria en su presencia simultdnea en restos fésiles catalogados ancestrales y en
los remanentes de una o mds de estas piezas en los coleoideos actuales como calamares
ommastréfidos (Jeletzky 1966, Young et al. 1998, Doguzhaeva et al. 2007, Fuch et al.
2015). La existencia simultdnea de estas estructuras en el ancestro habria posibilitado el
inicio para la gran diversificacion del grupo, el rearreglo interno visceral y la provision de
sitios de union para las aletas (Nishiguchi & Mapes 2008, Kroger et al. 2011). Asi, junto a
la internalizacion y posterior reduccion de la concha (Young et al. 1998, Haas 2003), una
concha calcdrea constituida por un rostrum, fragmocono y proostraco, seria el camino
evolutivo de inicio que darfa cuenta del actual patréon de diversidad de la subclase

Coleoidea.

Sin embargo, existe evidencia paleontoldgica directa e indirecta (restos orgdnicos en
conchas fdsiles o interpretaciones de su posible presencia) que mostraria un camino
diferente, surgiendo un escenario alternativo con una concha con importante presencia de
material orgdnico principalmente en restos de coleoideos fésiles (Teichert 1988,
Doguzhaeva et al. 2007, Nishiguchi & Mapes 2008) y donde no todas las piezas bdsicas
habrian estado presentes, al menos en el inicio de la historia del grupo (Donovan 2006,
Mutvei et al. 2012). De esta forma, con el objetivo de dilucidar cémo habria sido la concha

ancestral en su naturaleza y constitucion, y poder sugerir la direcciéon del cambio hasta los



linajes actuales, es necesario contrastar estas hipdtesis mediante el uso del método

comparativo filogenético.

Se ha planteado como el principal gatillante en el proceso de complejizacion morfoldgica y
conductual, y en la diversificaciébn y ampliacion de la distribucion del grupo, la
internalizacion de la concha (Teichert 1988, Nishigushi & Mapes 2008). Sin embargo,
posteriores modificaciones en esta estructura como: 1) reduccidén; ii) desarrollo del
proostraco en desmedro del fragmocono y del rostrum vy, iii) una constitucién
fundamentalmente quitinosa en lugar de calcdrea (Haas 2002, 2003, Kroger et al. 2011),
serian también elementos relevantes en la evoluciéon del grupo, particularmente para la
conquista de nuevos ambientes (Kroger er al. 2011). Asi por ejemplo, la profundidad seria
una restricciéon ambiental para el proceso de modificacion de la concha interna (y con esto
en la diversificacion de algunos grupos), en especial en el proceso de reduccion y en los

cambios en su naturaleza (Arkhipkin et al. 2012).

Existen diferentes posiciones para explicar estos cambios. Mientras hay quienes
seflalan que las modificaciones de la concha interna son un caso més de convergencia
adaptativa en el grupo para la conquista de nuevos y variados ambientes (Nishiguchi &
Mapes 2008, Kroger et al. 2011), otros se inclinan por una progresion historica de ancestros
a descendientes (Haas 2002). Al respecto, el método comparativo, mediante la
consideracion de la evaluacion de la sefal filogenética y la reconstruccién del cambio
evolutivo de los caracteres en el tiempo (Pagel 1993), es una importante herramienta para

ayudar a dilucidar tal interrogante.

En resumen, las modificaciones en la concha interna serian relevantes en la
diversificacion del grupo. En base a la evidencia f6sil, se ha inferido que los coleoideos
ancestrales tenfan una concha muy diferente a los linajes actuales, caracterizada por: 1) su
naturaleza calcdrea; ii) gran desarrollo del fragmocono, iii) presencia de un rostrum o
guarda calcdrea y conspicua y iv) un proostraco que debido a su escaza conservacion y alta
transformacion diagenética, es dificil de evidenciar y determinar su naturaleza original
(Young et al. 1998, Kroger et al. 2011, Fuchs 2012). En las formas actuales, sin embargo,
prima la concha de naturaleza conchiolitica, y un mayor desarrollo del proostraco en

desmedro del fragmocono y el rostrum. Tras la internalizacioén de la concha, las posteriores



modificaciones en ella habrian tenido un efecto notable en la evolucién del grupo, en
particular en la adquisicién de formas mads activas de desplazamiento y en la regulacion de
sus sitemas de flotacion (Teichert 1988, Kroger et al. 2011). Poder establecer las
caracteristicas ancestrales de la concha interna (estructura y conformacién), los procesos
subyacentes a su cambio histérico y su relacion con la evolucion del grupo nos ayudardn a
entender su diversidad y éxito alcanzado en la conquista de los mds variados ambientes

marinos en los que hoy se les puede encontrar.



Objetivo General

Este trabajo busca aportar con informacion bioldgica relevante que pueda dar cuenta de las
relaciones filogenéticas al interior del grupo, su origen y principales hitos de
diversificacion, determinar si hay correlacion evolutiva con la distribucion geografica de
algunos de sus linajes mas representativos y entender a partir del tipo de concha ancestral
(estructura y naturaleza), como se ha modificado hasta el actual patrén de distribucion en

los principales linajes de los coleoideos.

Hipotesis General: La evidencia f6sil, las reconstrucciones filogenéticas y el patrén de
distribucion actual asociado al tipo de concha presente en la subclase Coleoidea, sugiere
que la concha ancestral fue de naturaleza calcdrea y estaba compuesta de tres piezas

fundamentales, el fragmocono, el rostrum y el proostraco.
Predicciones:

1. La reconstruccion de los estados ancestrales otorgaria una mayor probabilidad de
ocurrencia del estado ancestral concha calcarea versus concha quitinosa.

2. La reconstruccion de los estados ancestrales otorgaria una mayor probabilidad de
ocurrencia a la presencia simultdnea de fragmocono, rostrum y proostraco, que
cualquiera combinacién donde a lo mds se encuentren dos de estas piezas.

3. El patrén de distribucion geografica se correlacionaria con el tipo y naturaleza de la

concha en Coleoidea, al menos en linajes de distribucién neritico-costera..

Objetivos especificos

i) Evaluar las relaciones filogenéticas de Coleoidea, bajo un marco de incertidumbre

Bayesiana e inferir el origen y principal periodo de diversificacion del grupo;

ii) Evaluar la sefal filogenética de la distribucién en algunos linajes representativos de

Coleoidea; y

ii1) Estimar los estados ancestrales y tasas de cambio en la subclase Coleoidea, para los

caracteres estructura y naturaleza de la concha interna.
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CAPITULO II: ORIGEN Y DIVERSIFICACION DE LA SUBCLASE COLEOIDEA

Enviado a la revista Scripta Zoologica. Autores David Lopez, Christidn Ibafez & Patricio
Ulloa

Hipoétesis 1: La estabilidad filogenética general mostrada en Coleoidea a nivel de

superordenes, 6rdenes y familias, favorece la concepcion de que éstos son grupos naturales.

Hipétesis 2: Estudios previos basados en datos moleculares y fésiles sugieren un origen

paleozoico para la subclase Coleoidea.

Hipotesis 3: El aumento de los niveles de especiacion de la subclase Coleoidea, pudo haber
tenido como gatillante un evento de extincion ocednica de naturaleza andxica, surgida en el
limite Cenomaniense/Turoniense (Periodo Cretacico), conocido como evento “C/T” o

evento “Bonarelli”.

Objetivol: Evaluar bajo un contexto Bayesiano, las relaciones filogenéticas internas de la

subclase Coleoidea.

Objetivo2: Estimar en base a data molecular y calibracion fésil, el origen de la subclase

Coleoidea.

Objetivo3: Estimar tiempos de divergencia y los principales eventos de especiacion

asociados a la subclase Coleoidea.

Predicciones:

1. La subclase Coleidea, asi como sus niveles jerarquicos principales (superérdenes,
ordenes y familias), son monofiléticos.

2. La estimacion de tiempos de divergencia infiere un origen paleozoico para la
subclase Coleoidea.

3. La tasa de especiacion en el limite C/T, evidencia un aumento importante en el

ndmero de taxa en la subclase Coleoidea.
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Preguntas a responder:

1. ;La subclase Coleoidea es monofilética?
2. (Las divisiones taxonOmicas histéricas dentro de Coleoidea son apoyadas en este
estudio?

3. ¢(Qué grupos corroboran ser naturales?

4. (Qué grupos permanecen controversiales?

5. ¢Cudndo habria surgido la subclase Coleoidea?

6. (Cuando se estima comenz6 el incremento de la tasa especiacion en Coleoidea?
Resumen

Los coleoideos son los moluscos cefalopodos mds diversos. A pesar de su abundancia,
diversidad e importancia comercial, aspectos fundamentales como sus relaciones
filogenéticas y tiempos de divergencia permanecen poco claros. Dependiendo de los genes
o el numero de especies utilizadas, las relaciones filogenéticas de varios grupos de
cefalopodos pueden cambiar dramdaticamente. Este trabajo busca clarificar las relaciones
filogenéticas y tiempos de divergencia de la subclase Coleoidea, usando cuatro marcadores
moleculares (dos mitocondrial y dos nuclear) y el registro f6sil en un marco bayesiano.
Nuestra hipotesis filogenética confirma la monofilia de la subclase Coleoidea y los
superordenes Decapodiformes y Octopodiformes. Dentro de los Decapodiformes, enfatiza
la monofilia de los 6rdenes Myopsida y Oegopsida. A nivel de familia, Sepiidae,
Sepiolidae, Idiosepiidae, Bathyteuthidae, Ommastrephidae, Loliginidae y Enoploteuthidae
fueron monofiléticos. En los Octopodiformes, encontramos evidencia para soportar la
monofilia de los 6rdenes Octopoda y Vampyromorpha, ademds de los subordenes Cirrata e
Incirrata. En Incirrata y dentro de la superfamilia Octopodoidea, las familias Amphitretidae,
Bathypolypodidae, Eledonidae, Enteroctopodidae, Megaleledonidae y Octopodidae fueron
halladas monofiléticas. Sin embargo, algunas relaciones permanecen problemdticas, tales
como las familias Spirulidae e Idiosepiidae. Los problemas relativos a taxones de compleja
posicion taxondémica podrian ser resueltos al secuenciar mds genes (tanto mitocondrial

como nuclear) y mds especies asociadas especialmente al grupo de los sepioideos.

En relacién a los tiempos de divergencia, encontramos que los coleoideos se habrian

originado en el Paleozoico (periodo Carbonifero), mientras los dos clados principales
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(Decapodiformes y Octopodiformes) se habrian originado en las eras Paleozoica y
Mesozoica, en los periodos Pérmico y Jurdsico respectivamente. Este estudio encuentra
tiempos de divergencia diferente a algunos previamente reportados, lo que se deberia al uso

de nuevos y mds precisos registros fésiles para calibrar el reloj molecular en la filogenia

Palabras claves: Cefaldpodos, filogenia, calibracion {osil, tiempos de divergencia.

Introduccion

Los andlisis filogenéticos han proveido una importante herramienta que permite poner la
similitud entre las especies en un contexto histérico, bajo la hipétesis de Darwin de
descendencia con modificaciéon (Pefia 2011; Wiley & Lieberman 2011; Irisarri & Zardoya
2013). Los arboles filogenéticos son hipdtesis de las relaciones entre diferentes organismos,
y pueden ser estimadas por diferentes métodos como Parsimonia, Mdxima Verosimilitud e
Inferencia Bayesiana (Irisarri & Zardoya 2013; Ibafez & Mendez 2014). Todos estos
métodos tienen ventajas y desventajas y dependen de los datos usados para estimarlos
(ejemplo: morfologia, ADN). De esta manera, los caracteres basados en ADN han
revolucionado los andlisis filogenéticos y, recientemente los NGS (Next Generation
Sequencing) prometen una rdpida generacion de datos de secuencias multilocus para
mejorar la resolucion de la relaciones evolutivas filogenéticas (McCormack et al. 2013).
Sin embargo, recientemente ha sido descubierto que los NGS podrian incluir algunos genes
sin sefial filogenética en plantas, animales y hongos (Shen et al. 2017). Por tal motivo, es
crucial evaluar el nivel de saturacién y seleccion de cada marcador molecular. Otra fuente
de variabilidad en el andlisis filogenético tiene que ver con el denominado “muestreo
taxondmico”, esto es, el nimero total de especies considerado en el anélisis filogenético. El
principio es que todos los taxones relevantes estén debidamente representados en el andlisis
filogenético. Para evaluar si el nimero de especies es adecuado para el andlisis, se ha
propuesto evaluar la densidad de especies en los nodos en la filogenia, tomando en
consideracion el llamado “Artefacto de Densidad de Nodos” (Venditti et al. 2006).
Lindgren & Anderson (2018) sugieren que la estabilidad de las topologias pueden ser

fuertemente impactadas por el muestreo taxonémico.

Entre los moluscos cefalépodos, la subclase Coleoidea es el grupo mds abundante y diverso

(Nishiguchi & Mapes 2008). Este grupo ha sido considerado monofilético basado en datos
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morfolégicos y moleculares (Carlini & Graves 1999; Carlini et al. 2000; Vecchione et al.
2000; Lindgren et al. 2004), pero sus relaciones internas son complejas y permanecen

problematicas (Nishiguchi & Mapes 2008, Allcock 2017; Sénchez et al. 2018).

Los principales problemas con el uso de caracteres tanto morfolégicos como moleculares,
se han relacionado con asuntos de invariabilidad (e.g. pocas novedades evolutivas en
caracteres morfoldgicos), limitada variabilidad (e.g. uso de genes mitocondriales a niveles
profundos de resolucién), plasticidad fenotipica, carencia de comprensién acerca de la
naturaleza del cardcter y convergencia (Young et al. 1998; Vecchione et al. 2000; Strugnell
et al. 2005, Lindgren et al. 2012; Allcock et al. 2015). Asi, muchos caracteres
morfolégicos son considerados homoplésicos y filogenéticamente no informativos (Young
& Vecchione 1996; Allcock et al. 2008; Lindgren et al. 2012). Problemas de homologia
también son reportados, debido a relaciones filogenéticas aun no resueltas en el grupo,
especialmente en el superorden Decapodiformes (Fuch & Iba 2015). Esto puede explicar
porqué muchas hipétesis morfoldgicas no son bien soportadas por su contraparte molecular
(Allcock et al. 2008; Nishiguchi & Mapes 2008). Por ejemplo, las familias Sepiidae y
Sepiolidae poseen varios caracteres unificadores (e.g. la presencia de cornea), aunque en
muchas reconstrucciones filogenéticas no son clados hermanos (Carlini et al. 2000;
Lindgren & Daly 2007; Nishiguchi & Mapes 2008). Los 6rdenes Myopsida y Oegopsida,
debido a varios caracteres comunes han sido identificados como taxa hermanos,
constituyendo el orden Teuthida, el cual podria representar el clado hermano del orden
Sepioidea, usando data morfolégica (Young et al. 1998, Vecchione et al. 2000). Mientras
algunos estudios moleculares recobran su monofilia, otros establecen diferentes
asociaciones para cada clado (Bonnaud et al. 1997; Strugnell et al. 2005; Akasaki et al.
2006; Strugnell & Nishiguchi 2007; Lindgren et al. 2012; Strugnell et al. 2017; Sanchez et
al. 2018). En otros casos, la evidencia morfologica y molecular ha sido consistente

(Yokobori et al. 2007; Allcock et al. 2011).

Otra fuente de incertidumbre, tiene que ver con los métodos utilizados. Usando los mismos
datos (multilocus) con diferentes métodos, han resultado en hipétesis filogenéticas
significativamente diferentes. Tanto Strugnell & Nishiguchi (2007) como Lindgren (2010),

encontraron fuerte soporte en diferentes grupos dentro de Coleoidea, pero con diferentes
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topologias usando diferentes métodos (Parsimonia, Maxima Versimilitud e Inferencia
Bayesiana). Otra fuente de variabilidad es la naturaleza de los genes. En general, el uso de
marcadores moleculares nucleares ha contribuido a elucidar relaciones profundas (al nivel
de superorden, orden y familias), mientras los marcadores mitocondriales trabajan mejor
resolviendo relaciones entre familias o géneros (Allcock et al. 2015). Asi, al
simultdneamente incorporar genes con diferente historia evolutiva, obtenemos hipdtesis
mds consistentes que cuando los genes nuclear y mitocondrial son utilizados por separado
(Strugnell et al. 2005; Allcock et al. 2015; Tanner et al. 2017). Otras discrepancias
encontradas en investigaciones sobre la filogenia de Coleoidea, podrian surgir dependiendo
del nimero de genes usados. En el estudio de Allcock et al. (2015), sefialan que la
tendencia para clarificar la filogenia de Coleoidea, no ha sido sélo disponer de secuencias
de gran longitud o genes con diferente historia evolutiva, sino utilizar tantos genes como
sea posible, y aun cuando no es factible indicar cuantos genes se deben utilizar, mientras

haya un mayor nimero de genes, es esperable un mejor resultado (Lindgren et al. 2012).

En cuanto a los tiempos de divergencia, éstos han sido estimados para la subclase
Coleoidea s6lo unas pocas veces (e.g., Strugnell et al. 2006; Kroger et al. 2011; Tanner et
al. 2017; Sanchez et al. 2018). Strugnell et al. (2006), fue el primer estudio en usar data
molecular y f6sil para datar la divergencia de los taxa dentro de los cefalépodos coleoideos
(pulpos, calamares y sepias) y fue el primero en sugerir un origen mucho mds temprano
(Paleozoico) para cada uno de los principales linajes (Decapodiformes y Octopodiformes)
que lo previamente asumido. Este fue el unico estudio conocido hasta el mds reciente
trabajo (Tanner et al. 2017), el cual soporté las estimaciones de Strugnell et al. (2006) y
determind que el grupo corona de los cefalopodos divergié en el Sildrico-Devoénico,
mientras el grupo corona de los coleoideos tuvo su origen en el Paleozoico Tardio. Este
estudio también provee tiempos de divergencia para los dos principales linajes de
Coleoidea y donde los Octopodiformes evidencian un origen mds antiguo en el Mesozoico
Temprano, mientras los Decapodiformes habrian diversificado en el Periodo Jurasico. Estos
tiempos de divergencia destacan la moderna diversidad de los cefalépodos coleoideos, los
cuales podrian haber emergido durante la Revolucién Marina Mesozoica (Klug et al. 2010),

un periodo que presencio la radiacién de los vertebrados marinos necténicos. Esto sugeriria
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que el origen de la moderna biodiversidad de los cefalépodos fue contingente en

competicidn ecoldgica, con los vertebrados marinos (Packard 1972; Tanner et al. 2017).

Este estudio, presenta los resultados de una hipoétesis filogenética construida bajo un marco
bayesiano, el cual pretende contribuir a clarificar las relaciones internas de la subclase
Coleoidea, usando data molecular con diferente historia evolutiva (mitocondrial y nuclear).
Ademas, estimamos tiempos de divergencia en estos cefalopodos usando nuevos registros

fosiles para calibrar el reloj molecular bajo diferentes modelos.

Materiales y Métodos

El presente trabajo estuvo basado en 165 especies de cefalépodos de diferentes grupos
incluyendo sepias, calamares y pulpos, ademds de especies de nautileoideos como grupo
externo y desde las cuales se obtuvieron secuencias para dos genes mitocondriales
citocromo b (CYTB) y 16S RNAr (16S) y dos nucleares Rhodopsin (RHO) y PAX-6
(PAX6). Para esto, secuencias de los genes CYTB y 16S de 19 especies fueron
secuenciados (Tabla 2) y el templado fue completado con secuencias de Genbank. Las
secuencias de cada gen fueron alineadas con MUSCLE, implementado en el software
MEGA 7.0 (Kumar et al. 2016). Previo al andlisis filogenétco, el mejor modelo de
sustitucion para cada gen (Tabla 3) fue evaluado en el software jModelTest2 (Darriba et al.
2012). Para evaluar si las secuencias estaban saturadas, se ejecuté el test de Xia en
DAMBES (Xia 2013). Una vez alineadas las secuencias para los cuatro genes (CYTB, 16S,
RHO y PAX®6), fueron ejecutadas en una matriz concatenada (CYTB+16S+RHO+PAX6) y
particionada (CYTB, 16S, RHO, PAX6) en el programa Mesquite v3.10 (Maddison &
Maddison 2016).

El ADN total fue extraido desde 19 especies de cefalépodos, siguiendo el protocolo de
extraccion salina de Aljanabi & Martinez (1997). La amplificacion por PCR del gen CYTB
fue ejecutado usando los primers Cef-H y Cef-L disefiados por Santaclara et al. (2007).
Para el gen 168, utilizamos los primers de Allcock et al. (2008). Las amplificaciones fueron
desarrolladas en un volumen final de 25 ul conteniendo 50 ng de ADN templado, 2.5 ul de
buffer 10X, 2 mM MgClI2, 1 ul de 100 mM dNTP, 0.5 ul de una solucién de 10 IM de cada
primer y una unidad de Taqg-polymerasa. Los PCR fueron ejecutados en un thermociclador

Bio-Rad MyCyler ™ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). El programa de ciclos fue el
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siguiente: un paso de precalentamiento de 3 minutos a 95° C, luego 35 ciclos de 30
segundos a 95° C, 1 minuto a 50° C, 1 minuto y 30 segundos a 72° C y una extension final
de 7 minutos a 72° C (Santaclara et al. 2007). Los productos de la PCR fueron purificados y
secuenciados en Macrogen Inc (Korea). Las secuencias de nucle6tidos obtenidas fueron
corregidas con ProSeq v2.9 (Filatov 2002). Las secuencias generadas en este estudio estdn

disponibles desde GenBank (Tabla 1).

La reconstruccioén filogenética fue inferida desde la matriz generada por las 165 especies de
cefalépodos, usando secuencias concatenadas (CYTB+16S+RHO+