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Resumen

Esta revisién analizé algunos estudios realizados con COI-Barcode, ND5, 12S RNAr y 16S RNAr, con
el fin de esclarecer la confusién existente en la clasificacion de los subgéneros Hyalodaphnia y Daphnia
(género Daphnia). Los resultados indican que el uso del gen COI permitié identificar, a partir de una
especie de D. tenebrosa clasificada anteriormente, tres especies provisionalmente diferentes; igualmente,
tres especies de D. pulex parecen formar linajes monofiléticos en Churchill, Manitoba-Canad4. Para el
mismo gen en el complejo D. pulex se obtuvieron siete especies provisionalmente diferentes en la poblacién
argentina. En el complejo D. pulex, en Norte América (Canada y Estados Unidos) y Europa, usando el gen
NDS5, se obtuvieron nueve especies provisionalmente diferentes, tres de las cuales estaban erréneamente
clasificadas como D. obtusa. Para el complejo D. galeata, del subgénero Hyalodaphnia, mediante el analisis
del gen COI y 12S ADNL, se asignaron cuatro especies provisionalmente nuevas; asi mismo, en el complejo
D. longiremis se ubicé D. cristata. El estudio del complejo D. laevis en Norte América, analizando la
variacién de aloenzimas y los genes 12S y 16S ADNr, permitié discriminar cinco especies provisionalmente
diferentes. Sin embargo, se recomienda realizar mds estudios para confirmar la clasificacién confusa del
género Daphnia.

Palabras clave: Codigo de barras de ADN, COI, Daphnia, Marcadores moleculares, Taxonomia, subgénero
Daphnia, Subgénero Hyalodaphnia.

Abstract

The objective of this review is to analyze some studies that clarify the taxonomic confusion about subgenera
Hyalodaphnia y Daphnia of the genus Daphnia, through the studies with molecular markers and barcodes.
The results were the following ones: the use of the gen COI allow to identify from specie of D. tenebrosa
classified before, three provisionally different species, equally three species of D. pulex seems to form
monophyletic lineages in Churchill, Manitoba, Canada. For the same gene in the complex D. pulex, it was
obtained seven provisionally different species in the Argentina population. In the complex D. pulex in
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North America (Canada and United States) and Europe, using the ND5 gene nine provisionally different

species were obtain, three of which were erroneously classified such as D. obtuse. For complex D. galeata,

from the subgenus Hyalodaphnia through the analysis of the gene COI y 12S DNAr, were provisionally

assigned four new species, also in the complex D. longiremis stood D. cristata. The study of the complex D.

laevis in North America analyzing the variation of the allozymes and 12S and 16S DNAr genes, it allowed

to discriminate five provisionally different species. However is recommended to realize more studies for

confirming the confuse classification of the genus Daphnia.

Key words: DNA Barcoding, COI, Daphnia, Molecular Markers, Taxonomy, Subgenus Daphnia, Subgenus

Hyalodaphnia.

1. Introduccion

Dada la alta diversidad presente en el reino ani-
mal, se observo una creciente necesidad de buscar
asistencia tecnoldgica para la descripcion original y
el reconocimiento de especies [1, 2]. Investigacio-
nes recientes han sugerido la posibilidad de crear
identificacion que dependa del andlisis de diversi-
dad de secuencias pequefias de ADN [3]; a partir
de esto, se ha propuesto un sistema basado en se-
cuencias del ADN como marcadores moleculares en
taxonomia [4] y, dltimamente, el Cédigo de Barras
de ADN, para identificar organismos vivientes y brin-
dar soporte a los programas de investigacién sobre
biodiversidad [5].

El Cédigo de Barras del ADN (DNA Barcoding)
es un andlisis que se basa en la comparacion de dis-
tancias genéticas, utilizando secuencias cortas de
ADN, en regiones de genes estandarizados para iden-
tificacién y descubrimiento de especies [6, 7]. El pro-
posito de implementar esta técnica es complementar,
mas no suplantar, las actuales practicas taxondmi-
cas (en caracteres morfoldgicos, ultraestructurales,
cariotipicos, etc.); por lo tanto, esta técnica consiste
en identificar un espécimen desconocido en térmi-
nos de clasificacién conocida [8]. Las secuencias
de ADN proporcionan caracteres diagndsticos que
complementan la taxonomia tradicional, pero no la
reemplazan; los estudios de c6digos de barras pue-
den ayudar a detectar especies que se pasan por alto
con rasgos morfolégicos sutiles [9].

Los dos principales objetivos del codigo de barra
de ADN se basan en identificar los especimenes y
mejorar el descubrimiento de nuevas especies, faci-
litando la identificacién, en particular, en los orga-
nismos cripticos microscépicos [5]. El Codigo de
Barras de ADN fue concebido inicialmente como un
sistema estdndar para identificar especies [5, 10]. La
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dificultad principal de los cédigos de barras de ADN
consistié en encontrar el gen ideal que discrimina
cualquier especie en el reino animal. Hebert y col.
[5, 11, 12] propusieron que un sistema de Cédigo de
Barras del ADN para la vida animal podria basarse
en la diversidad de secuencias del gen mitocondrial
citocromo C oxidasa subunidad I (COI).

La razén principal para la seleccién de COI co-
mo el gen de Cédigo de Barras estandar fue el pa-
trén tipico de variacion observado para numerosas
especies, con divergencia marcada y falta de sola-
pamiento entre distancias genéticas intraespecificas
e interespecificas [5], caracteristica considerada de
suma importancia para la exactitud y fiabilidad de
los resultados obtenidos en cuanto a separacion e
identificacién de especies [8]. COI, en comparacion
con otros genes, parece tener una sefial filogenética
util en una gama mds amplia de niveles taxonémicos;
la evolucion de COI es suficientemente rapida para
permitir la discriminacién de especies estrechamen-
te relacionadas, asi como variacion intraespecifica
asociada con la estructura geografica (subespecies)
[8]. La region propuesta esta situada en el extremo
57 del gen mitocondrial citocromo C oxidasa I (COI)
), con una longitud de 648 pb [5, 8, 13, 14].

Las numerosas ventajas del genoma mitocondrial,
como su condicion haploide, falta de intrones, he-
rencia matrilineal, exposicién limitada a la recom-
binacion, altas tasas de evolucién y la presencia de
regiones conservadas y variables, facilitan la tipi-
ficacion molecular de individuos, y su uso para la
diferenciacién de estos a diferentes escalas taxond-
micas [15, 16]. Sin embargo, las excepciones a la
capacidad de resolucién de COI se presentan en las
esponjas y Cnidarios, ya que la tasa de evolucion
del genoma mitocondrial no es igual para todas las
especies vivas [8]. Las esponjas y Cnidarios tienen
una tasa evolutiva 10 a 20 veces mas lenta que otros
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metazoos [9, 17, 18], lo cual causa la falta de varia-
cién de la secuencia COI, impidiendo la distincién
de estos organismos por debajo del nivel de familia
[19]. Se ha determinado en estudios de diversidad
de secuencias de COI entre los taxones congéneres
en los phyla animales mayores, que aproximada-
mente el 98 % de las especies presentan mds del 2%
de divergencia de secuencias; sin embargo, en los
Chnidarios se observa divergencia mucho menor que
la presentada en otros animales [5], determinando
asi que las divergencias de la secuencias en COI
regularmente permiten la discriminacion de espe-
cies muy afines en todo el reino animal, excepto en
Cnidaria [8], lo que sugiere que la identificacion a
nivel de especies puede obtenerse a través de andlisis
COI [5].

Para el caso particular del género Daphnia, que se
subdivide en tres subgéneros (Ctenodaphnia, Hyalo-
daphnia y Daphnia), 1a clasificacién del subgénero
Ctenodaphnia se considera bien resuelta, pero las
fronteras de las especies de los subgéneros Hyalo-
daphnia y Daphnia atin son problematicas, siendo
este dltimo el mds confuso [20]. El género Daphnia
es muy diverso genéticamente y presenta una serie
de especies cripticas y complejos miltiples de espe-
cies dificiles de discriminar desde el punto de vista
morfolégico; esta gran diversidad es producto de la
plasticidad fenotipica, la reproduccién interespeci-
fica (hibridiacién), la poliploidia y la reproduccién
partenogénica de las especies; razén por la cual, en
los ultimos afios, se ha tenido que recurrir al estudio
de marcadores moleculares, como las isoenzimas
y los genes mitocondriales especificos, y, reciente-
mente, el uso del Cédigo de Barras, para delimitar
las especies cripticas, los complejos de especies y
descubrir nuevas especies.

El objetivo de esta revision fue analizar estudios
realizados con COI-Barcode, ND5, 12S RNAry 16S
RNAr, que permitan esclarecer la confusion en la cla-
sificacion de los subgéneros Hyalodaphnia y Daph-
nia del género Daphnia, en la identificacién de espe-
cies y separacion de ellas en los complejos presentes
en estos subgéneros, y el aporte realizado por la me-
todologia codigo de barras.

2. Metodologia

La literatura utilizada para la revisién sobre mar-
cadores moleculares y Cédigo de Barras de ADN
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en el género Daphnia, en espafiol o inglés, se ob-
tuvo de varias fuentes documentales, como Science
Direct (http://www.sciencedirect.com/) y Pubmed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), entre otras,
mediante los descriptores: Codigo de Barras de ADN
y Daphnia; la bisqueda se limit6 al periodo 1980-
2011. Los articulos fueron seleccionados de aque-
llos que informasen sobre los siguientes aspectos:
a) tipos de estudios (experimental, de poblacién, de
revision, etc.), b) cualquier afio y cualquier pobla-
cién de Daphnia, c) uso de marcadores moleculares
y d) uso de Cdédigo de Barras en el género Daph-
nia. De los registros encontrados se seleccionaron
publicaciones obtenidas tras la combinacion de las
diferentes palabras clave, teniendo en cuenta la rele-
vancia de los estudios y sus contribuciones.

3. Resultados y discusion

Actualmente existe un sistema de datos de C6-
digo de Barras de la vida (BOLD SYSTEM)-
www.barcodinglife.org-, plataforma que proporcio-
na una bioinformadtica integrada para todo el proceso
de andlisis de Cédigo de Barras de ADN, la cual es
un repositorio para los registros de especimenes y
secuencias que forman la unidad bésica de datos de
todos los estudios de Cédigo de Barras, asi como
un banco de trabajo que ayuda en la gestién, el con-
trol de calidad y el andlisis de los datos de Codigo
de Barras, y un vehiculo para la colaboracién entre
las comunidades de investigacion dispersas geogra-
ficamente [13].Los datos para el género Daphnia
indican que hay un registro de 1483 especimenes, de
los cuales, 96 presentan Cédigo de Barras [13].

Daphnia es un género de crusticeos plancténicos
descrito por O. F. Miiller; se ubica dentro de la fa-
milia Daphniidae, infraorden Anomopoda, suborden
Cladocera, orden Diplostraca, subclase Phyllopoda,
clase Branchiopoda, subphylum Crustacea y phy-
lum Artropoda. Estos organismos son considerados
uno de los grupos acudticos cuyo componente de
especies muestra amplia distribucion geografica y
diversificacion regional limitada [21]; sin embargo,
andlisis recientes utilizando los marcadores molecu-
lares y Cédigo de Barras han revelado que muchos
de los taxones de cladéceros reconocidos por la ta-
xonomia tradicional son en realidad una amalgama
de especies genéticamente divergentes [21, 22].



C. K. Huertas Rodriguez y L. Arrieta Violet

Esta revision arroj6 los siguientes resultados con-
cernientes al uso de marcadores moleculares y C6-

digo de Barras, tendientes a dilucidar la confusién
taxonoémica en el género Daphnia (tabla 1).

Tabla 1. Resultados del uso de marcadores moleculares y Cédigo de Barras reportados por diferentes autores.

Autor Afio Pais Localidad Secuencias Usadas Especie Es- Hallazgos
tudiada
Weider y 1987 Canada Churchill, Manitoba Estanques sali- Aloenzimas de cuatro Loci, D. pulex Anilisis de aloenzimas de cuatro lo-
Hebert [23] nos cerca de la bahfa de Hudson. Pgm (fosfoglucomutasa), Pgi ci para indicar “ecotipos” multiclonales
(fosfoglucosa isomerasa), Got de D. pulex, adaptados a diferentes ran-
(glutamato oxaloacetato tran- gos de conductividad/salinidad en es-
saminasa), Ao (aldehido oxi- tanques cercas a la Bahia de Hudson.
dasa)
Colbourne 1998 Norte América y Eu- Distrito Franklin Canadd, Siberia Genes Mitocondriales ND4y D. pulex Revelaron que el complejo D. pulex es-
y col. [24] ropa oriental, Alemania, Groenlandia, Is- ND5. td dividido en nueve linajes distintos: D.
landia, Towa USA, Manitoba Cana- pulicaria, polar, D. pulicaria, occiden-
dd, Noruega, territorios Norocciden- tal, D. pulicaria, oriental, D. melanica,
tales Canadd, Ontario Canadd, Ore- D. middendorffiana, D. pulex, pandrti-
g6n USA, Suiza, Washington USA, ca, D. pulicaria, europea, D. tenebrosa,
Siberia Occidental, Svalbard Norue- D. pulex, europea.
ga.
Taylory col. 1998 Estados  Unidos 'y 33 localidades: Estados Unidos (Es- Genes mitocondriales (12S y D. laevis A partir de un estudio del complejo D.
[25]. México. tanques de granjas, presas, reser- 16S ARN). laevis se encontr6 la existencia de cin-
vorios; de Arizona, California, Ne- co especies cripticas y grupos amplia-
braska, Connecticut, Georgia, Mas- mente alopdtricos (D. dubia, D. laevis
sachusetts, Michigan, Carolina del laevis, D. laevis gessneri, D. magniceps
Norte, Nueva York, Oklahoma, Ore- magniceps, D. magniceps pacifica).
g6n y Texas). México (Lagos, presas
y reservorios de Tamaulipas e Hidal-
£0).
Weider y 1999 Canada Churchill, Manitoba Usando polimorfismo en los D. pulex Confirmaron los resultados de Colbur-
col. [26] sitios de restriccién en los ge- ne y col.[24], encontrando que cuatro
nes ND4 y ND5. de los linajes adicionales dentro del
complejo D. pulex, solo son encontra-
dos en Churchill, incluyendo D. pulex,
panartica, D. publicaria, occidental, D.
publicaria, polary D. middendorffiana.
Schwenk y 2000 Islandia, ~Finlandia, Norte de Europa (Islandia a Finlan- Gen mitocondrial COI, la Subgénero Hallaron que el subgénero Hyalodaph-
col. [27] Portugal, Grecia, dia), sur de Europa (Portugala Gre- subunidad ribosomal 128, y Hyalodaph- nia del género Daphnia, constituye un
Norte América, cia), Africa y Norte América. secuencias de ADN nuclear nia grupo monofilético que se compone de
Africa del primero y segundo espa- cuatro complejos de especies (D. curvi-
ciador transcrito interno. rostris, D. longiremis, D. laevis, D. ga-
leata)
Adamowicz, 2004 Argentina Estanques, Cunetas laterales, lagos Gen mitocondrial COL Género Mostraron la presencia de siete grupos:
y col. [20] de playa, lagos alpinos, rios, reservo- Daphnia. D. obtusa 1, 2'y 3; D. ambigua, D. par-
rios y lagos salinos en Buenos Aires, vula, D. peruviana y D. pulicaria.
Provincias de Cérdoba y La Pampa.
Jeffery y 2011 Canada Churchill, Manitoba. Gen mitocondrial COI D. pulex Reportaron las cinco especies de Daph-
col. [28] nia previamente conocidas en Chur-
chill, Manitoba Canadd: D. magna y
cuatro especies dentro del complejo D.
pulex: D.cf. pulex, D. publicaria, D. cf.
iddendorffiana y D. brosa.
Jeffery y 2011 Canada Churchill, Manitoba. Gen mitocondrial COI D. pulex Reportaron informacién que D. fene-
col. [28] brosa estuvo representada por tres gru-
pos intraespecificos separados por una
divergencia promedio de 2,5-3,1 (ran-
go total de divergencia de 0-3,4 %, para
los tres grupos).
3.1. Subgénero Daphnia de Adamowics y col. [20], el cual encontré valores

Jeffery y col. [28] realizaron un estudio con las
secuencias del gen mitocondrial COI en varias po-
blaciones de las especies del subgénero Daphnia,
localizadas en Churchill (Canadd). Los autores obtu-
vieron un arbol de Neighbour Joining, utilizando el
modelo de distancia K2P de Kimura, y Bootstrap co-
mo soporte de ramas (1000 réplicas). El fenograma
mostraba que las poblaciones de D. tenebrosa for-
man un grupo (Bootstrap 99 %) con tres ramas y con
valores de divergencia genética entre 2.5-3.1 %, los
cuales pueden corresponder a subespecies; sin em-
bargo, los autores recomiendan realizar mds estudios,
utilizando otros marcadores moleculares tendientes
a determinar la condicion de especies de estas tres ra-
mas. Estos resultados son corroborados por el trabajo
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de divergencia genética de 4,3 % en la poblacién 1
de D. obtusa en Argentina. También, los estudios
con aloenzimas del mismo estudio concuerda con
los resultados de la secuencia de COI. En este es-
tudio de Jeffery y col. [28], D. cf. Middendorffiana,
D. pulicaria y D. pulex forman un grupo (Bootstrap
99 %), con una divergencia genética de 2 %, lo que
no las separa en especies diferentes.

Segtin Adamowicz y col. [29, 30], cuando la cla-
sificacién de un grupo de especies de braquiépodos
es confusa, diferencias genéticas mayores del 5%
son evidencias para considerarlas especies diferen-
tes, siempre y cuando existan otras evidencias ecol6-
gicas o marcadores moleculares que complementen
los datos de ADNm.



C. K. Huertas Rodriguez y L. Arrieta Violet

Adamowicz y col. [20], usando variaciones en la
secuencia del gen COI en poblaciones de las especies
del subgénero Daphnia localizadas en Argentina, ge-
neraron un arbol de Neighbour Joining, utilizando
el modelo de distancias de Kimura, y Bootrap como
soporte de las ramas de 1000 réplicas. El fenograma
obtenido mostraba que los organismos estudiados
(D. obtusa, D. peruviana, D. parvula, D. pulicaria
poliploide y D. ambigua) se agrupan en siete grupos,
a saber: tres grupos diferentes de D. obtusa (1, 2
y 3), D. peruviana, D. parvula, D. pulicaria (poli-
ploide) y D. ambigua, soportadas fuertemente por
divergencias genéticas que oscilaron entre 16.2% y
28,3 %, y boostrap de 100. Los grupos 1,2y 3 de D.

obtusa muestran gran diversidad; el grupo uno y el
grupo dos estan ubicados como especies semejantes
(16,2 de divergencia genética), y el grupo tres estd
separado genéticamente mas de 20,8 % (tabla 1 y
2). La clasificacion de los organismos de las pobla-
ciones de D. obtusa y D. pulex, asi como de otras
especies del complejo, es dudosa; si se mira la lite-
ratura antigua, las evidencias genéticas permitieron
el reconocimiento de siete especies dentro de este
complejo. La especie D. obtusa, que anteriormente
se consideraba una sola, en realidad son tres especies
distintas, puesto que, ademds de las diferencias en
la diversidad genética, no se encontré evidencias de
hibridacion interespecifica, al no existir ningtn loci
heterocigoto [20].

Tabla 2. Estimacion de la Divergencia genética y las distancias genéticas en el gen COI entre las especies del subgénero Daphnia.
Columna DG= Distancias genéticas. Adaptado de Adamowicz 2004 [20].

Civergencia genética

Grupos  Daphnia (Morfoespecies) ambigua obtusal obtusa2 obtusa3 parvula peruviana pulicaria b6
1 ambigua 0,9
2 obtusa 1 21,6 - 4,3
3 obtusa 2 21,2 16,2 - 1,3
4 obtusa 3 22,7 21,1 20,6 - 23
5 Parvula 26,0 229 22,1 22,8 - -
6 peruviana 26,2 24,1 28,3 27,3 27,3 - -
7 pulicaria 25,3 23,8 20,3 222 25,3 27,5 - 0,3

Tabla 3. Adaptacion del fenograma de Colbourne y col. [24] con base en la variacién del gen mitocondrial ND5 en el complejo D.

pulex.
Qrulpos Diver%e?ncia Grupos Morfoespecies Diver%e?ncia Region
principales genética genética

A 15,3% 1 D. pulicaria polar 1,4a1,6% Diferentes regiones de Norte América
2 D. pulicaria occidental
3 D. pulicaria oriental
4 D. melanica . Oregodn, Norte América
5 D. middendorffiana Artica
6 D. pulex panartica Norte América y Norte de Europa

B 7 D. pulicaria europea 2,3% Europa
8 D. pulicaria tenebrosa Distintos sitios drticos

C > 15,5% 9 D. pulex europea >23% Europa Central

Colbourne y col. [24] realizaron un estudio con
las secuencias del gen ND5 en varias poblacio-
nes del complejo D. pulex, subgénero Daphnia,
en Norte América y Europa. Los autores obtu-
vieron un arbol de Neighbour Joining, utilizando
el modelo de distancia K2P de Kimura, y Boots-
trap como soporte de ramas (1000 réplicas [ta-
blas 1 y 3]). El fenograma mostraba que las po-
blaciones del complejo D. pulex se rednen en
tres grupos principales A, B y C; la distancia
genética entre los grupos Ay Besde 153% y la
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divergencia del C es mayor. El grupo A divergié
en 6 especies hace 1,4 a 1,6 millones de afos [24]:
D. pulicaria polar, D. pulicaria occidental, D. me-
lanica, D . middendorffiana y D. pulex panartica; el
grupo B divergié en dos especies hace 2,3 millones
de afios [23]: D. pulicaria europea y D. pulicaria
tenebrosa, y el grupo C divergi6 en D. pulex europea.
Las poblaciones de D. pulex de Norte América y
Europa estan separadas por una divergencia genética
del 17 %, igualmente ocurre en las poblaciones de
D. pulicaria de Norte América y Europa, con una
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distancia de 15 %, mientras que la divergencia gené-
tica dentro de las poblaciones de Norte América es
menor a 3,5 %, mostrando las poblaciones europeas
mds similaridad a D. tenebrosa (tabla 2, grupo 8). Es-
tos resultados estdn en concordancia con los estudios
de aloenzimas que revelan la divergencia genética
entre las poblaciones de D. pulex'y D. pulicaria de
Norte América y Europa Central [31]. Esta reeva-
luacién taxonémica permite explicar la formacion
de hibridos entre D. pulex 'y D. pulicaria en Norte
América, mas no en Europa; lo que indica que los
linajes norteamericanos estan estrechamente relacio-
nados (pertenecen al mismo grupo A), mientras que
los linajes europeos son mds divergentes, y por eso
se agrupan en grupos diferentes (grupos B y C).

Los estudios de Hebert y col. [32] afirman que mu-
chas poblaciones de D. pulicaria en Norte América
contienen genomas ADNm, producto de introgre-
sién con D. pulex; de la misma manera, los estu-
dios de Colbourne y col. [24] arrojan resultados en
la secuencia del gen mitocondrial ND35, los cuales
seflalan pocas divergencias entre las poblaciones nor-
teamericanas de D. pulex (4rtica) y las poblaciones
de D. arenata (restringida a estanques occidentales
de las Cascadas Montaifiosas en Oregén). Esta simi-
laridad puede reflejar la ocurrencia de introgresion;
sin embargo, las dos especies evidencian marcadas
divergencias tanto en las aloenzimas como en los
haplotipos de ADNm [33], razén suficiente para con-
siderarlas especies diferentes.

El uso de sitios de restriccion dentro de los genes
ND4-NDS5 permite la discriminacién entre grupos,
por lo que el empleo de estos marcadores molecu-
lares facilita la asignacion del estatus taxonémico
de un linaje especifico, lo que hace posible realizar
estudios filogeograficos detallados en el complejo D.
pulex.

El hecho de que los individuos de D. pulex de Nor-
te América y los organismos de D. pulex de Europa
compartan caracteristicas morfolégicas muy estre-
chas, que llevan a la confusién taxonémica en los
organismos de este complejo, probablemente refleja
la existencia de evolucién convergente, debido a que
el ambiente artico de los dos continentes es similar y
la plasticidad fenotipica exhibida por los miembros
del complejo es alta [28].

Sin embargo, delimitar las fronteras taxondmicas
entre los miembros del complejo D. pulex sigue sien-
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do un desafio para la taxonomia moderna, toda vez
que fendmenos como la hibridacidn, la introgresion,
la asexualidad y la poliploidia son frecuentes entre
sus miembros. Colbourne y col. [24] afirman que
estas discontinuidades genéticas estan dividiendo a
los integrantes del complejo D. pulex en linajes con
integridad morfoldgica y biogeogréfica.

El estudio del complejo D. laevis en Norte Améri-
ca, en el que se mird la variacién en Aloenzimas y
las secuencias de dos genes de ADNm (12S y 16S
ADN), realizado por Taylor y col. [25], muestra cla-
ramente la existencia de cinco grupos ampliamente
alopatricos, morfolégicamente cripticos (D. dubia,
D. laevis laevis, D. laevis gessneri, D. magniceps
magniceps y D. magniceps pacifica) (tabla 1).

3.2. Subgénero Hyalodaphnia

Mediante los andlisis de médxima parsimonia, evo-
lucién minima y maxima de las secuencias de 12S y
COI (por separados), y la combinacién del conjunto
de datos (COI+12S), las quince especies de Hya-
lodaphnia resultaron en una topologia que incluye
no solo a las cuatro especies reportadas como repre-
sentantes del complejo D. galeata, distribuidas en
Norte América (D. dentifera, D. mendotae, D. thora-
ta'y D. umbra), sino otras cuatro especies endémicas
de Europa (D. cucullata, D. galeata, D. longispina
y D. rosea), confirmaron también que D. curviros-
trises es miembro de este subgénero; ademas, que
el subgénero Hyalodaphnia constituye un grupo mo-
nofilético que se compone de cuatro complejos de
especies: Complejo D. laevis, representado por tres
especies (D. dubia, D. magnicepsy D. laevis); com-
plejo D. curvirostris (una especie); complejo D. ga-
leata (ocho especies), y complejo D. longiremis, por
dos especies (D. longiremis y D. cristata (especie
endémica de Europa) [27].

Estos resultados indican que nueve especies de
Hyalodaphnia ocurren en América del Norte [34,
35], y siete, en Europa; asi mismo, que la fauna
europea carece de complejos de especies endémicas.
Se amplia el rango de distribucién de D. umbra, tanto
en Europa como en América del Norte, confirmando
que el subgénero Hyalodaphnia constituye un grupo
monofilético que se compone de cuatro complejos
de especies.

El andlisis de hibridacién de las especies del géne-
ro Daphnia mostré que la divergencia en el ADNm
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es relativamente alta (9%), en comparacién con
la hibridacién de otros artrépodos (3%). La pre-
valencia de los hibridos estd ligada, en parte, al
mantenimiento de la compatibilidad reproductiva,
a pesar de la divergencia genética marcada. En Hya-
lodapnia, todos los casos de hibridacién involucran
especies pertenecientes al complejo D. galeata. En
América del Norte, D. mendotae se ha originado cla-
ramente al parecer como resultado de la invasién de
D. galeata (en el Pleistoceno), como producto de
la hibridacién con D. dentifera; aunque su genoma
mitocondrial refleja este origen, su genoma nuclear
fue reconfigurado rdpidamente como resultado de la
introgresion de D. dentifera. La importancia de este
proceso estd sefialado por la notable diferencia en
la posicién filogenética de D. mendotae, cuando se
examina para marcadores de ADN mitocondrial y
nuclear [27].

3.3. Plasticidad fenotipica y la clasificacion ta-
xonomica del género Daphnia

Las investigaciones han mostrado que los marca-
dores moleculares y el Cédigo de Barras de ADN
en el género Daphnia son una herramienta valiosa,
ya que ademas de permitir dilucidar la clasificacién
de este género, también ayudan en estudios ecologi-
cos de interacciones entre especies. Petrusek y col.
[36] sefialan que el andlisis filogenético de los da-
tos moleculares obtenidos en un estudio de Cédigo
de Barras de ADN, en combinacién con los datos
morfoldgicos y ecoldgicos, revelaron una notable
interaccion predador-presa. En este estudio se ca-
racterizaron individuos de varias poblaciones del
complejo Daphnia atkinsoni, mediante el andlisis
de secuencias de dos genes mitocondriales COI y
la subunidad mitocondrial 12S ADNr, encontrando
que la corona de espinas, caracteristica considerada
un rasgo especifico de la especie, es fenotipicamente
pléstica y es inducida por sefiales quimicas libera-
das por Cancriformis triops, €l camarén renacuajo
(Notostraca).

Asi mismo, Schwenk y col. [27], en el andlisis
conjunto de ADN mitocondrial y marcadores nuclea-
res, plantean la necesidad de identificar diferencias
morfoldgicas constantes que permitan la discrimina-
cion de las especies, debido a que la caracteristica de
la corona tradicionalmente utilizada por la taxono-
mia tradicional presenta un alto grado de variacién
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entre los miembros del conjunto D. longispina 'y D.
rosea del conjunto D. hialina y D. galeata.

La confusidn taxondmica en la clasificacién mor-
folégica de los subgéneros de Daphnia se empieza
a dilucidar con el uso de marcadores moleculares
como isoenzimas, genes mitocondriales (ND4, NDS5,
12S ADNr, 16S ADNr), espaciadores transcritos in-
ternos y COI, permitiendo de esta manera realizar
estudios mds completos, en términos ecoldgicos, fi-
logenéticos y de historia de vida de los organismos.

4. Conclusiones

La literatura revisada mostr6 gran diversidad gené-
tica del género Daphnia y abundantes confusiones en
la clasificacién morfoldgica tradicional; por lo que
es prioridad describir detalladamente las especies del
género Daphnia mediante el uso de diferentes mar-
cadores moleculares, tales como aloenzimas, genes
mitocondriales (12S ADNr, 16S ADNr, ND4 y ND5)
y espaciadores transcriptos internos, entre otros, Y,
principalmente, con Cddigo de Barras. Estos estu-
dios deben incluir el andlisis en conjunto de los datos
ultraestructurales, bioquimicos, cariotipicos y ecol6-
gicos, entre otros, que respondan a la alta plasticidad
fenotipica de los organismos y a las caracteristicas
emergentes producto de la hibridacién (reproduccion
interespecifica) de la poliploidia, de la reproduccién
partenogenética y de la introgresién de genes en las
poblaciones.

El esclarecimiento de las fronteras de las espe-
cies en forma estricta ayudard a descubrir nuevas
especies, a hallar especies cripticas, a entender la
biodiversidad del género y a determinar si las espe-
cies provisionales de estos estudios son realmente
diferentes o filogrupos biogeograficos en estudios
ecologicos, asociacion de los taxones a la comuni-
dad y en estudios de la historia filogenética de las
especies.

4.1. Subgénero Daphnia

Con estudios de variacion de la secuencia del gen
mitocondrial COI, en la regiéon de Churchill (Manito-
ba, Canadd) [28]: Las tres especies de D. tenebrosa,
clasificadas anteriormente como una especie, son
en realidad tres especies provisionalmente diferen-
tes, separadas por divergencias genéticas del orden
de 2,5 a 3,1 millones de afios, y las tres especies
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del complejo D. pulex (D. cf. middendorffiana, D.
publicaria y D. cf. pulex) parecen formar linajes mo-
nofiléticos mitocondriales, con una divergencia del
2%. De igual manera, el estudio de Adamowicz y
col. [20], en Argentina, usando el mismo gen, per-
mitié encontrar que las cinco especies estudiadas
(D. obtusa, D. peruviana, D. parvula, D. pulicaria
poliploide y D. ambigua) se agrupan en tres grupos
principales, y estos, a su vez, se subdividen en siete
grupos, tres de los cuales pertenecen a D. obtusa,
por lo que esta especie estudiada, realmente, son tres
especies provisionalmente diferentes.

Los estudios en la variacion nucleotidica del gen
NDS5 en localidades de Norte América (Canadd y
Estados Unidos) y Europa, dentro del complejo D.
pulex, permitié agrupar los organismos estudiados
en tres grupos principales (A, B y C), subdivididos
en grupos diferentes: D. pulicaria polar, D. pulica-
ria occidental, D. pulicaria oriental, D. melanica,
D. middendorffiana, D. pulex pandrtica, D. pulicaria
europea, D. tenebrosa 'y D. pulex europea. Lo que
destaca que los organismos que habian sido inclui-
dos erréneamente en la misma especie son especies
provisionalmente diferentes.

Las poblaciones de D. pulex de Norte América y
Europa estdn separadas por una divergencia genética
en la secuencia del gen ND5 de 17 %; igualmente
ocurre en las poblaciones de D. pulicaria de Nor-
te América y Europa, con una distancia de 15 %;
mientras que la divergencia genética dentro de las
poblaciones de Norte América es menor a 3,5 %, las
poblaciones europeas muestran mds similaridad a D.
tenebrosa; los estudios con aloenzimas confirman
estos resultados. Esta reevaluacién taxondémica de
los organismos del complejo D. pulex permite ex-
plicar la formacién de hibridos entre D. pulex 'y D.
pulicaria en Norte América, mas no en Europa, pues-
to que la compatibilidad reproductiva de los linajes
norteamericanos persiste, al estar mas emparenta-
dos, en contraposicion con los linajes europeos, que
perdieron la compatibilidad reproductiva.

El fenémeno de introgresion es frecuente entre
especies de D. pulex y D. publicaria, D. pulex 'y D.
arenata.

La presencia de caracteristicas morfologicas muy
similares entre los organismos de la poblacion de
D. pulex de Norte América y D. pulex de Europa, a
pesar de la divergencia genética entre ellas, puede

ser explicada gracias a la divergencia evolutiva, de-
bido a que ocupan hébitats similares y la plasticidad
fenotipica de la especie se ve reflejada.

La variacién de aloenzimas y las secuencias de
dos genes del ADNm (12S ADNry 16S ADNr) per-
mitieron determinar que el complejo D. laevis se
compone de cinco especies provisionalmente dife-
rentes: Daphnia dubia, D. laevis laevis, D. laevis
gessneri, D. magniceps magniceps y D. magniceps
pacifica.

4.2. Subgénero Hyalodaphnia

Muchas de las diferencias ecoldgicas, biogeogra-
ficas y genéticas que existen en la actualidad en-
tre grupos del subgénero Hyalodaphnia sugieren la
importancia particular de investigaciones detalladas
sobre la estructura genética en estos grupos.

Los andlisis con los genes mitocondriales 12S
ADNr y COI en poblaciones europeas y norteame-
ricanas mostraron que el complejo D. galeata esta
compuesto por cuatro especies endémicas europeas
(D. cucullata, D. galeata, D. longispina y D. rosea),
y permitieron asignar a D. cristata al complejo D.
longiremis, que se reportaba como representado por
una sola especie.
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