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1. Resumen

La historia evolutiva de los organismos eucariontes esta ligada a la interaccion
entre los dos genomas presentes en sus células, uno contenido en el
compartimiento nuclear (ADNnu) y otro en la mitocondria (ADNmt). La
suposicion de que ambos genomas compartian su historia evolutiva permitio
hacer inferencias sobre las relaciones filogenéticas entre especies. Sin
embargo, el aumento de estudios filogenéticos con mayor informacion
genomica ha hecho evidente la existencia de filogenias discordantes entre las
resueltas con el ADNmt y las del ADNnu, que presentan relaciones
filogenéticas distintas entre especies. Biolégicamente, estas discordancias se
han atribuido principalmente a factores demogréaficos como lo es el sorteo
incompleto de linajes, la hibridacion y la introgresién. El papel de la seleccién
natural como causante de la discordancia ha sido de poco estudio. En este
trabajo, se investigaron las causas de la discordancia existente en un grupo
de nematodos. Se construyeron dos filogenias, una mitocondrial y una nuclear,
de un grupo de 21 especies de nematodos. Al comparar ambas filogenias, 6
especies forman relaciones filogenéticas distintas, estudiando con mayor
énfasis el caso del nematodo entomopatdégeno Steinernema carpocapsae, del
clado 1V, el cual se integra en el clado V de la filogenia mitocondrial. Para
investigar las razones de esta discrepancia se analizé6 por medio del
estadistico-D la presencia de sefiales moleculares de introgresion y sorteo
incompleto de linajes y se hizo una busqueda de sitios con seleccion positiva
en el ADNmt los cuales fueron concatenados para la construccién de una
filogenia exclusivamente de sitios positivos. Esta filogenia que consta de solo
77 sitios de aminodcidos recapitula la filogenia discordante de la mitocondria.
Esto es un indicio de la participacion de la seleccion en la evolucion del

genoma mitocondrial.



2. Abstract

It is common the assumption that the mitochondrial and nuclear genomes
share the same evolutionary history. Mitochondrial data are widely used to infer
the relationships of a group of species. Recently, an increasing amount of
studies show a discordance between the phylogenetic relationships generated
with nuclear versus mitochondrial data. This discordance is largely attributed
to introgression and incomplete lineage sorting. The role of natural selection,
mainly positive selection, as the reason for discordance has not been explored.
The mitochondrial genome is a central part of multiple cell functions so any
variation could be under strong selection. We tested if the phylogenetic
discordance between mitochondrial and nuclear topologies are caused by
natural selection in a group of nematodes. First, we found six species that
represent different relationships in both phylogenies. Second, we built a
mitochondrial phylogeny excluding sites with positive selection signals that may
cause the discordance, expecting a shared topology between both data sets,
and a parallel search for any genomic sign for introgression or incomplete
lineage sorting in the nuclear data. Third we looked for nuclear genes that
shared the same phylogenetic topology as the mitochondrial topology. We
found mitochondrial sites that are subject to positive selection that could cause
the discordance, these few sites are phylogenetically informative enough to
recapitulate the mitochondrial topology. We ruled out the possibility of
incomplete lineage sorting in one of the four nematode species, Steinernema
carpocapsae and found nuclear genes with mitochondrial topology. This could

suggests an ancient introgression event or coevolution between both genomes.

Key words: mitochondria, phylogenetic-discordance, positive selection, mito-
nuclear interaction, phylogeny.



3. Introduccioén

En sus origenes, la idea de la filogenética presentaba solo utilidad para
relacionar a las especies segun sus caracteres compartidos. En la actualidad
representan una herramienta de mayor importancia, pues son un punto de
partida en técnicas como identificacion de genes y comparacion entre
genomas (Yang y Rannala, 2012). El pensamiento filogenético aplicado en
diversas ramas de la biologia ha permitido la resolucién de preguntas con
mayor congruencia y relevancia, expandiendo el conocimiento de la historia
evolutiva de las especies. Representan el proceso de evolucion de un caracter,
si este ocurrio de manera independiente, el nUmero de veces que aparece
dentro de un linaje, o si tiene su origen en un caracter ancestral. Para el estudio
de estos patrones evolutivos, se requiere conocer la relacion entre las
especies, reflejada en marcadores genéticos, el mas comiunmente usado ha
sido el ADN mitocondrial (ADNmt), debido a la biologia de la molécula (Hurst
y Jiggins, 2005). Con el aumento de datos moleculares, obtenidos a partir del
ADN nuclear (ADNnu), la inferencia filogenética, haciendo uso de esta mayor
cantidad de informacién genética, ha dado como resultado filogenias
discordantes que representan patrones de divergencia distintos entre las
especies (Degnan y Rosenberg, 2009). En la mayoria de los casos, estas
filogenias presentan topologias similares, sin embargo, en notables ocasiones
dependiendo de si se usaba ADNmt o ADNnu, la historia evolutiva de las

especies era diferente.

3.1 Interaccién Nucleo-Mitocondrial.

El origen de los linajes mitocondriales, propuesto en la teoria endosimbidtica,
se da a partir de una a-proteobacteria, cuyo genoma contenia entre 3000-5000
genes, que fue adquirida por una arqueobacteria (Margulis, 1967; Ballard y
Rand, 2005; Koonin, 2010). Esta interaccion tiende a ser simplificada como el
engullimiento del ancestro mitocondrial por un huésped y que la subsecuente

coexistencia de dos genomas ocurrié de manera armoniosa. Sin embargo, la



dindmica entre genomas ha resultado de gran interés, tomando parte en
hipétesis que intentan explicar la gran diversidad existente y complejidad en
los organismos eucariontes (Lane y Martin, 2010; Poole y Gribaldo, 2014; Garg
y Martin, 2016; Hood et al., 2018; Rand y Mossman, 2020), discutiendo su
naturaleza cooperativa (Radzvilavicius y Blackstone, 2015), y sus conflictos
iniciales (Havird et al., 2019). La participacion de la mitocondria como
catalizador en la aparicion de la vida eucariota, su papel en la evolucion del
sexo, la membrana nuclear y la capacidad energética para la comunicacién
intracelular, aun se encuentra ampliamente discutida (Radzvilavicius y
Blackstone, 2015; Garg y Martin, 2016; Havird et al., 2019). La integracién
inicial entre la proteobacteria y la arqueobacteria se vio beneficiada de manera
mutualista dando lugar eventualmente en una endosimbiosis, donde la
interaccidbn entre ambos genomas seria fundamental para facilitar la

funcionalidad celular.

La presencia de dos genomas dentro de un sistema puede ser causante
de conflicto entre los genes codificados en ambas partes, esto es, que existan
diferentes presiones de seleccion actuando en cada genoma y que Sus
demandas adaptativas no sean similares. A lo largo del proceso evolutivo de
la interaccion, diversos mecanismos eliminaron las posibles causas de
conflicto mitonuclear, como fue la cesién de control de replicacién mitocondrial
al ndcleo, el modo de herencia uniparental y la distribucién del contenido
genético (Greiner et al. 2015; Havird et al., 2019). La gran mayoria de los
genes codificados en la a-proteobacteria fueron transferidos al nacleo del
hospedero o perdidos, a causa de redundancias con los genes nucleares. La
reducciéon gendmica dio lugar a una molécula circular pequefia que contiene
genes involucrados en la cadena respiratoria, variando entre 1 y 100 genes,
dos ARN ribosomales, 22 ARN de transferencia, y la regién de control para el
inicio de la transcripcion e inicio de replicacion (Sloan et al., 2017; Klucnika y
Ma, 2019). En algunos linajes animales ha ocurrido la pérdida total del genoma
mitocondrial (John et al., 2019), mientras que en otros se encuentra muy

reducido (Vaidya y Mather, 2009), y hasta la ausencia del organelo
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(Karnkowska et al., 2019).

La coevolucion entre los dos genomas se dio como resultado de la
interaccion entre los genes codificantes contenidos en ambos compartimentos,
y que forman parte de diversos procesos que son fundamentales en la célula,
por lo que la expresion e interaccion estructural coordinada de dichas
proteinas son requeridas para un funcionamiento eficiente (Wade y Drown,
2016; Mossman et al, 2016a). Sin considerar las diferencias en tamafo del
genoma mitocondrial, la funcion mitocondrial permanece virtualmente similar
en todos los organismos eucariontes, siendo la produccion de ATP por medio
de la fosforilacion oxidativa su funcién principal. Para llevar a cabo esta
funcién, ambos genomas codifican componentes, cuatro de los cincos
complejos proteicos poseen subunidades codificadas tanto en la mitocondria
como en el nucleo (Ballard y Rand, 2005), y la estrecha comunicacion nucleo-
mitocondria resulta indispensable para realizar correctamente la funcion
(Ballard y Pichaud, 2014). Algunas proteinas codificadas en el ndcleo tienen
dos tipos de interaccién con la mitocondria; de manera directa, como en la
cadena respiratoria, e indirecta, proteinas codificadas en el ndcleo que son
transportadas al compartimento mitocondrial donde realizan sus funciones.
Recientemente se ha observado que los genes que codifican a estas proteinas
tienen tasas de sustitucion similares a los genes mitocondriales, teniendo una
mayor relacion positiva entre las proteinas nucleares y mitocondriales que son

participes de la cadena respiratoria (Ya et al, 2019).

Debido a la importancia de la coadaptacion entre las proteinas
mitocondriales y nucleares, la seleccion purificadora remueve las variantes
deletéreas que comprometen la interaccion y su funcién en la produccion de
energia (Wade y Drown, 2016; Stojkovi¢ y Pordevi¢, 2017). Los primeros
experimentos realizados para determinar la coadaptacién de los genes
involucrados en la produccién de energia se realizaron en un grupo de células
humanas cuyo ADNmt fue remplazado por el de distintas especies de simios

hominoides; gorila, orangutan, chimpancé y bonobo, creando células con



genoma nuclear humano y mitocondrias pertenecientes a simios. Los genes
codificantes de proteinas, los 13 genes involucrados en la cadena respiratoria,
se encuentran conservados en los genomas mitocondriales de estas especies
de hominoides. Se observé que la capacidad de realizar la fosforilacion
oxidativa solo fue recuperada en el escenario donde la célula humana poseia
el ADNmt de las especies mas cercanas filogenéticamente al humano, el
chimpancé y el gorila (Kenyon y Moraes, 1997). Experimentos recientes,
realizados en Drosophila simulans y D. melanogaster, apoyan la coadaptacion
existente entre los genes de ambos genomas, y el impacto del ambiente en
estos, en distintos caracteres de historias de vida. Los resultados obtenidos
demuestran el impacto que tiene la interaccion entre genes mitocondriales y
nucleares en algunos de los caracteres de historias de vida, principalmente el
tiempo de desarrollo y la viabilidad de huevo a adulto, donde existe un efecto
negativo en los individuos cuyos genomas mitocondriales no estan

coadaptados al genoma nuclear (Mossman et al., 2016b).

A pesar de compartir un espacio y tener interaccion, la biologia de la
molécula mitocondrial la hace susceptible a distintas fuerzas evolutivas en
comparacion a las que moldean la evolucion del nacleo. Un ejemplo de esto
es la erosion molecular en el ADNmt, causado por varias razones: alta tasa
mutacional, falta de proteccién por histonas, la recombinacion en algunas
especies esta reportada como ausente, al igual que la maquinaria de
reparaciéon (Rand, 2008; Chou y Leu, 2015). Esto provoca que exista la
posibilidad de una degradacibn genomica, causada por una constante
acumulacion de mutaciones ligeramente deletéreas, conocida como el
trinquete de Muller (Rand, 2001). Las mutaciones en el genoma mitocondrial
comprometen su interaccion con los componentes codificados en el nucleo y
por lo tanto las funciones en las que es participe. Se ha sugerido que, para
preservar la funcién de produccién de energia, han ocurrido mutaciones
compensatorias en los componentes proteicos nucleares que interactian con
los componentes mitocondriales (Hill et al., 2018). A su vez, estas mutaciones

deletéreas pueden dar origen a una dinamica egoista, moléculas de ADNmt



cuyas mutaciones le permiten una replicacion mas eficiente, a pesar de los
conflictos a nivel fisiologico que esto conlleve (Chou y Leu, 2015). Tal es el
caso de algunas poblaciones naturales de Caenorhabditis briggsae, que
cuentan con una delecion del gen que codifica a la subunidad 5 de la NADH
deshidrogenasa, lo que provoca un aumento en la produccidon de especies
reactivas de oxigeno en comparacion a las poblaciones que mantienen el gen
intacto a causa de la disrupcion de la cadena de transporte de electrones. Los
efectos negativos de esta mutacion no son eliminados pues la velocidad de
replicacion del ADNmt deletéreo es mayor y persiste dentro de las poblaciones
naturales (Clark et al., 2012).

A pesar de la importancia de la interaccion entre los genomas nuclear
y mitocondrial en el funcionamiento general de la célula y del organismo, esta
parece exhibir un equilibrio dinamico, siendo parte de una carrera
armamentista donde cada genoma tiene intereses y su historia evolutiva es

moldeada de manera discordante.
3.2 Genoma mitocondrial como marcador filogenético.

El ADNmt ha resultado atil como una herramienta molecular que ha permitido
el andlisis de los procesos evolutivos a los que las poblaciones y las especies
estan sujetos. Se ha utilizado para lograr una mejor resolucion filogenética,
analizar la dinamica de las poblaciones, estudios biogeograficos, y

recientemente, en ecologia molecular (Ballard y Pichaud, 2014).

El raciocinio detras de su uso se basa en la facilidad de obtencién y la
biologia de la molécula. Primero, las copias de ADNmt en la célula se
encuentran en gran cantidad, incluyendo la alta conservacién de los genes
mitocondriales en los linajes animales han facilitado su estudio en gran
variedad de taxones (Folmer et al. 1994; Hurst y Jiggins, 2005) . Folmer et al.
(1994) describieron el uso de cebadores “universales” para la amplificacion del
gen citocromo oxidasa | (COXI) en 80 especies de vertebrados. Segundo, la
herencia uniparental y la ausencia de recombinacién en la molécula, permite

considerarla como un solo locus, donde la historia filogenética de un sitio es
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compartida entre todos los otros sitios. A diferencia de lo ocurrido en el ndcleo,
los genes codificados en la mitocondria comparten la misma topologia (Hurst
y Jiggins, 2005). Tercero, la evolucion del genoma mitocondrial es mas rapida,
sus tasas de cambio en la secuencia son mas veloces, resultando en una
mayor acumulacion de diferencias entre especies muy cercanas (Hebert et al.
2004). Cuarto, la ortologia presente en los genes mitocondriales se sumo a las
caracteristicas que lo volvieron un valioso marcador genético, pues la ausencia
de multiples familias de genes y eventos de duplicacion génica que tienen
lugar en los genes del nucleo daba lugar a interpretaciones erréneas en la

reconstruccion filogenética (Funk y Omland, 2003).

La aceptacion del ADNmt se extendio hasta ser considerado un codigo
de barras entre especies, usandose la subunidad Citocromo oxidasa | (COXI)
como uno de los principales identificadores (Hurst y Jiggins, 2005; Hill, 2016),
argumentando que los individuos de una especie son menos diversos en su
secuencia de COXI al ser comparado entre otras especies. El razonamiento
detras del uso de este gen no tiene una particularidad especial, mas alla de su
alta conservacion al ser un componente importante de la cadena respiratoria

en la célula.

Finalmente, durante muchos afios se mantuvo el supuesto de que el
ADNmt evoluciona de manera neutral, siendo la mutacién y deriva génica las
principales fuerzas evolutivas que lo afectaban (Ballard y Rand, 2005). Esto
fue suficiente para justificar su uso como marcador filogenético, y a pesar de
gue los debates sobre el papel de la seleccidn en la evolucion mitocondrial han
aumentado desde hace 30 afios (Rand et al., 1994), su uso como marcador
filogenético sigue siendo constante en afios recientes. La neutralidad en la
molécula se ha dejado de mencionar como la razon principal de su uso, pero,
su forma de transmision, alta tasa mutacional y ausencia de recombinacion,
asi como el amplio acceso de genes mitocondriales de multiples especies en
bases de datos siguen siendo la razon biolégica para su empleo en analisis

filogenéticos (Jiang et al., 2016, Bronstein et al., 2018, Mackiewicz et al.,



2019).

Actualmente existen dos opiniones con respecto al uso del ADNmt
como un marcador filogenético. Existiendo aquellos grupos que aun
determinan la posicién de los organismos vivos con base al cédigo de barras
gue es el gen mitocondrial COIl. La estrategia del codigo de barras se ha vuelto
importante en los primeros pasos para los estudios filogenéticos puesto que
permite una identificacion rapida de los distintos linajes. Por otro lado, otros
grupos cuestionan la representacion de la historia evolutiva de las especies
basandose en un solo locus de pequefio tamafio con relacion a todo el genoma
y cuya historia evolutiva no resulta consistente con la del nucleo (Rubinoff y
Holland, 2005). Esto ultimo ha sido més evidente con el aumento de analisis
filogenéticos que tienen acceso a la informacion genética de ambos

compartimentos gendmicos.

3.3 Discordancia filogenética.

Las filogenias son hipoétesis sobre la relacién evolutiva que existe entre las
especies, reflejando los eventos de divergencia pasados. Su uso se ha vuelto
de gran utilidad en todas las ramas de la biologia como una herramienta que
permite entender la historia de las poblaciones, la historia de un gen, dinamica
en interacciones ecoldgicas, conocer las bases moleculares de las
adaptaciones, desarrollo celular o incluso de la cultura y el lenguaje (Yang y
Rannala, 2012). Su construccion esta basada en la suposicién de que existe
una transmision del material genético proveniente de un ancestro en comun
(Liu et al., 2009).

El protocolo clasico en estudios filogenéticos comenzaba con la
secuenciacion de un gen de interés en un grupo de especies e inferir la historia
evolutiva de ese gen con la inferencia de un arbol de genes. Posteriormente
se estimaba que la relacion filogenética entre este grupo de especies debia

ser similar a la representacion de la historia evolutiva de dicho gen (Pamilo y



Nei, 1988; Wiens et al., 2010). Como fue mencionado previamente, uno de los
marcadores mas comunes es el gen COI del genoma mitocondrial. La utilidad
del genoma mitocondrial dio paso a un aumento en publicaciones que llegaban
a conclusiones sobre la historia evolutiva de las especies y las poblaciones
con base en la informacién y estudio de la variacidon en su secuencia (Zink y
Barrowclough, 2008).

El advenimiento de la gendmica dentro del campo de la filogenética
presentaba el surgimiento de conceptos interesantes al tener acceso a
explorar nueva informacion, multiples loci no-ligados que podrian ser utiles
para la estimacion de filogenias. Con este incremento de informacion
molecular, que permitian conocer la distribucion y la variacion dentro y entre
las poblaciones, los métodos de andlisis para la estimacion del arbol
filogenético incrementaron su popularidad y se vieron beneficiados por los
aportes de los conceptos en genética de poblaciones para mejorar la
reconstruccion de un arbol de especies (Fisher-Reid y Wiens, 2011).

Una vez que se posicionaron estas metodologias como parte de los
protocolos clasicos y se tuvo mayor disponibilidad de la informacién nuclear,
la frecuencia de reportes con filogenias que reflejan un conflicto entre los
marcadores mitocondriales y nucleares sobre los patrones de divergencia
entre las especies fue cada vez mayor (Degnan y Rosenberg, 2009). A esto
se le ha denominado discordancia mitonuclear, definiéndose como una
diferencia significativa en los patrones de divergencia entre los dos
marcadores (Ilvanov et al., 2018). La discordancia filogenética, o conflicto
filogenético, puede tener lugar cuando los arboles de genes individuales
difieren del patrén de divergencia de las especies y que las relaciones
discordantes se encuentran soportadas con valores altos. (Pamilo y Nei, 1988;
Liu et al., 2009). Este problema denominado “arboles de genes vs arbol de
especies” da a notar el estudio de la relacién evolutiva entre especies y la
discrepancia que existen entre los genes que comparten (Pamilo y Nei, 1988;
Franco et al., 2015).
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Aunque en la década entre los afios 1990 y 2000 ya existian
publicaciones con filogenias discordantes, su aparicion en aumento impulso el
debate sobre la utilidad del ADNmt como marcador filogenético e incito a la
duda de las conclusiones que se obtuvieron bajo su uso (Funk y Omland,
2003). Los principales argumentos en estos debates eran sobre su corto
tamafio en comparacion al genoma nuclear, por lo que la historia evolutiva
completa de la especie podria no verse reflejada, y de la alta tasa de
mutaciones que daban lugar a homoplasias, la similitud entre las secuencias
es a causa de multiples mutaciones con un origen independiente (Hebert et
al.; Ballard y Whitlock, 2004; Fisher-Reid y Wiens, 2011). En casos en que el
ADNmt reflejaba las relaciones entre especies o clados con altos soportes, y
la informacién nuclear se encontraba igualmente soportada, se consideraba
gue la historia evolutiva de la molécula podia ser discordante de la historia

evolutiva general de la especie (Platt et al., 2018).

Con el estudio de los genomas nucleares se observd que esta
discordancia filogenética podria ocurrir en ambos compartimentos genémicos.
La existencia de genes nucleares que exhibian topologias distintas a la
estimada en el arbol de especies dio como resultado a un cuidado extensivo
en la interpretaciéon de las filogenias que se estimaban con el uso de esta
informacion genética (Degnan y Rosenberg, 2009). El reporte de este
fendmeno ha sido demostrado en varios grupos de especies, atribuyéndosele

multiples razones evolutivas como las causantes de dichas discordancias.
3.3.1 Causas de discordancia.

Es parte de la practica comuan, para el estudio de las especies, el uso de una
amplia variedad de marcadores genéticos para entender los procesos
bioldgicos que han tenido lugar durante su historia evolutiva. Como se refirié
previamente, esta variedad de marcadores incluye loci pertenecientes a los
genomas mitocondrial y nuclear. El uso de multiples marcadores moleculares
permitid6 descubrir sefales de diversidad interespecifica que los caracteres

morfolégicos no podian determinar. En los estudios que hacian uso de la
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informacion contenida en ambos genomas, obtenida a partir de un amplio
muestreo y combinada con datos geograficos y poblacionales, las inferencias
filogenéticas generalmente eran concordantes al compararse entre genomas
(Toews y Brelsford, 2012). Sin embargo, existen casos en los cuales la
concordancia parecen no ser un escenario comun, lo que ha complicado la
determinacion por una de las historias filogenéticas a causa de los distintos

eventos evolutivos que tienen un efecto en cada genoma.

La importancia de la aparicion de estas discordancias entre filogenias
no se ha limitado solamente a la incapacidad de delimitar e identificar a las
especies (Papakostas et al., 2016). Este fendmeno ha sido evidente y puede
ser causado por diversos factores biolégicos tales como el sorteo incompleto
de linajes, introgresion y la transferencia lateral de genes; este ultimo mas
prominente en organismos procariontes (Mendes et al., 2016). De acuerdo con
Funk y Omland (2003), una vez que se descartan las discordancias artificiales,
a causa de un muestreo limitado o la incorrecta previa identificacion de
especies, los casos reportados de discordancias entre marcadores ocurren en
diversos grupos de taxones, animales invertebrados y vertebrados. Las
historias discordantes, las no artificiales, resultan en distintas explicaciones

alternativas causantes del fendmeno biolégico.

Los métodos para la distincién entre las causas especificas han sido
desarrollados en los dltimos afios, algunos de estos aun presentan
conclusiones no muy claras, pero la mayoria parten del supuesto de
discordancia filogenética existente entre los marcadores de origen
mitocondrial y nuclear, y que las causas probables son las mencionadas

previamente.

3.3.1.1 Introgresion.

Entre las potenciales causas de discordancia se encuentra la introgresién, este

evento resulta del contacto entre dos especies durante los procesos de
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especiacion, o un posterior segundo contacto. Este fenomeno es causado por
la transferencia de alelos de una especie al conjunto de genes de una segunda
especie (Choleva et al., 2014). A este evento le sigue una cruza entre los
individuos hibridos y sus poblaciones parentales, dando lugar a un incremento

en la frecuencia de los alelos transferidos (Funk y Omland, 2003).

Debido a la naturaleza de su transmision uniparental, la introduccion
completa del ADNmt de una poblacion a la otra ha sido considerada como una
de las causas de discordancia filogenética. El resultado de esta introduccion
daria como resultado el remplazo total del genoma mitocondrial en una de las
dos especies, observandose una filogenia que representa relaciones entre
especies que difieren del patrén real de divergencia. Las caracteristicas de la
mitocondria hacen que sea susceptible a efectos que dan como resultado
filogenias discordantes a causa de la introgresion de este material genémico.
El hecho de que no exista recombinacién y el ligamiento entre sus distintos loci
provoca que todo el bloque genético sea introgresado, reflejando en su lugar
la historia evolutiva del genoma mitocondrial de la especie de origen (Funk y
Omland, 2003; Sloan et al., 2017).

Uno de los ejemplos recientes de deteccion de introgresion en animales
ha sido en un grupo de 20 especies de peces pertenecientes al género
Catostomus, en el cual los analisis flogendmicos resultaron discordantes en
la posicién del taxdn Xyrauchen texanus, especie cuya posicion filogenética
ha resultado dudosa dentro de la familia Catostomidae en las distintas
filogenias mitocondriales, nucleares y morfolégicas. Haciendo uso del
estadistico-D de Patterson, o ABBA-BABA (Green et al., 2010; Durand et al.,
2011), las discrepancias parecen coincidir con el escenario explicado por
introgresion. A su vez, se detectaron sefiales moleculares de introgresion en
otras seis especies pertenecientes al género Catostomus (Bangs et al.,2018).
De igual manera se reportaron sefiales de introgresion en regiones del gen
nuclear optix dentro del género Heliconius, un grupo de mariposas

neotropicales distribuidas a lo largo del continente de América del Sur (Zhang
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et al., 2016). En estudios previos, se habia reportado la discordancia
filogenética dentro del grupo, y asi como resultados que confirman eventos de
introgresion entre distintos miembros del género. En este grupo de mariposas
se dan casos de mimetismo Milleriano en el patron de coloracion de sus alas,
siendo indicativo de la toxicidad en algunas especies del género. El interés
dentro de este grupo y el gen involucrado se da para entender si este
mimetismo se explica por convergencia adaptativa o por cuestiones de flujo
genético entre especies. Para este estudio, se usaron SNPs provenientes de
genomas completos nucleares de 73 muestras que representaban 29 especies
del género. Nuevamente, mediante el uso del estadistico-D se determind que
existen sefiales moleculares que permiten inferir un evento de flujo genético
entre haplotipos de H. besckei y su clado hermano H. melpomene, ocurriendo
el flujo genético en direccion del ultimo al primero. En otros casos, el mismo
origen del estadistico-D se encuentra ligado a la deteccion de sefales de
introgresion dentro del género Homo (Green et al.,, 2010), siendo una
herramienta que permite la identificacion de ventanas con sefales de flujo
genético entre el genoma del Neandertal y humanos No-africanos. En dicho
analisis se determind que la cercania genética, la probabilidad de compartir
alelos derivados, con el Neandertal es mayor al compararse con humanos
pertenecientes a los continentes europeo y asiatico, en contraste con los que

tienen ascendencia africana.

Existen complicaciones en la deteccion de eventos de introgresion o
hibridacién, una vez que tuvo lugar el intercambio de material genético entre
dos especies, las fuerzas de seleccion en la integracion o eliminaciéon de
aguellos genes transferidos entre especies (Martin et al., 2014; Zhang et al.,
2016; Burgarella et al., 2019). Es debatible qué tan comun el evento de
introgresion ocurre dentro de los animales bilaterales. Las justificaciones para
argumentar la introgresion del ADNmt, su ausencia de recombinacion y
ligamiento, contindan siendo discutidas por aquellos que apoyan la idea del
ADNmMt como un cédigo de barras genético, pues resaltan la particularidad del
genotipo mitocondrial que permite distinguir entre especies (Hill, 2019).
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Recientemente se ha comenzado a tomar un interés en la interaccion entre los
genes nucleares que interactian con la mitocondria como participes del
proceso de especiacion, creando limites entre las especies. Esto ha llevado a
proponer que el proceso de introgresion conlleva a la transferencia y
mantenimiento de genes nucleares que interactian con la mitocondria (Sloan
et al., 2017). En conclusion, una vez que ocurre este fenOmeno, existen
diversas fuentes de informacién genética que darian lugar a una discordancia

filogenética.
3.3.1.2 Sorteo incompleto de linajes.

Otro de los fendmenos que dan como resultado filogenias discordantes
es el sorteo incompleto de linajes (SIL), esto ocurre cuando polimorfismos
ancestrales continian manteniéndose en multiples linajes después de que han
ocurrido eventos de especiacibn y presentan patrones de fijacidon
incongruentes con la historia general de la especie (Degnan y Rosenberg,
2009). Este fenbmeno da origen a filogenias que muestran grupos polifiléticos
entre las especies y puede tener efecto en cualquier locus del genoma (Funk
y Omland, 2003). El SIL es considerado como probable causante de
discordancia en eventos de especiacion recientes y en radiaciones ancestrales

rapidas (Degnan y Rosenberg, 2009).

En un escenario de SIL, los alelos ancestrales son mantenidos a lo largo
de los eventos de especiacion, y debido a que los alelos divergen de manera
estocastica, estos alelos pueden encontrarse en las especies mas recientes.
Al tener un tamafo efectivo poblacional de menor tamafo, los genes
mitocondriales completan su proceso de sorteo de linajes antes que los genes
nucleares. En el caso de los genes nucleares, a causa de su tamafo
poblacional mayor, este proceso tiende a ser mas lento. Por lo tanto, los genes
del nucleo son mas susceptibles a presentar sefales discordantes (Funk y
Omland, 2003). Es debido a este fenbmeno que la informacién genética
proveniente de la mitocondria es mayormente utilizada en la inferencia

filogenética. Sin embargo, en casos de radiaciones rapidas el SIL puede tener
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un efecto al estimar las relaciones filogenéticas a partir del ADNmt, resultando
en polifilias, como se ha reportado en los lagartos pertenecientes a la familia
Crotaphytidae (McGuire et al., 2007). Este fendmeno ha sido encontrado en

gran variedad de especies con relacién al ADNnu.

En el caso del grupo de los primates, principalmente el arbol de los
primates hominidos: chimpancé, gorila y el ser humano, se han detectado
sefales que apoyan al chimpancé como especie hermana del clado de gorila
y humano o el humano como especie hermana del clado integrado por el
chimpancé y el gorila, y que esta es causada por sorteo incompleto de linajes
en 30% del genoma (Som, 2014), contrario a la topologia con mayor
aceptacion que es el clado del humano y chimpancé, y el gorila como especie
hermana. En un segundo caso, el bisonte europeo, Bison bonasus, ha sido
sujeto de estas discordancias filogenéticas. Al hacer uso del ADNmt el bisonte
europeo forma parte del linaje que conformado por el toro y el cebd. En cambio,
el bisonte americano y el bisonte europeo forman un clado hermano al usar la
informacion proveniente del genoma nuclear, la cruza entre estas dos especies
da como resultado descendencia fértil. La discordancia filogenética dentro de
este grupo resulté interesante al ser causada por eventos de introgresion
reciente entre el ganado taurino moderno y las especies pertenecientes al
grupo de bisontes europeo, americano y yak. En adicion a estos resultados,
se compararon las topologias de 200,000 simulaciones provenientes de la
informacion nuclear bajo el supuesto de sorteo incompleto de linajes, las
cuales mostraron una similitud al compararse con las obtenidas
empiricamente. Sin embargo, su hipotesis original postulaba que el fenédmeno

de SIL ocurria en el genoma mitocondrial.

La incongruencia multilocus y los eventos de SIL como su causante han
sido explorados ampliamente en los ciclidos, familia de peces de gran interés
por sus rapidas radiaciones y subsecuentes cruzas interespecificas,
endémicas del lago victoria en Africa. El uso de mudltiples marcadores

moleculares, asi como morfoldgicos, han resuelto las relaciones filogenéticas
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entre las especies de esta familia, sin embargo, la existencia de discordancias
entre estos marcadores y la suposicion de que el arbol de genes no representa
la historia evolutiva de las especies, generd interés en particular en este grupo.
Takashi et al. (2001) utilizaron SINEs (elementos nucleares pequefios
interdispersos, por sus siglas en inglés). Su uso como marcadores
filogenéticos ha sido aceptada por su integracion irreversible a sitios dentro del
genomay su insercion en sitios es de manera azarosa por lo que se reduce la
probabilidad de homoplasias en su secuencia. Estos permitieron la deteccion
de sefales de SIL dentro de 14 loci nucleares de los 38 utilizados (Takahashi
et al.,2001). Dentro del grupo de los ciclidos ha habido reportes previos de SIL
en las regiones de control del genoma mitocondrial (Parker & Kornfield, 1997;
Takahashi et al., 2001), por lo que estas evidencias apoyan la hipétesis de que

este fendmeno es comun en eventos de radiaciones rapidas.

A nivel metodologico ha sido complicado distinguir las sefales
moleculares de SIL al compararlas con introgresion/hibridacion, especialmente
en las ventanas temporales posteriores al evento de especiacion. Métodos de
simulacién, estadistico-D, y otro modelos estadisticos han sido empleados
para la deteccion de SIL en la informacion molecular (Choleva et al., 2014).
Este evento ha sido detectado con analisis en multiples especies y en ambos
genomas; en el caso del genoma mitocondrial ocurriendo solamente en
radiaciones rapidas (Parker y Kornfield, 1997; Takahashi et al., 2001), por lo
que su papel como causa de la discordancia filogenética puede dar lugar a

interpretaciones erréneas de la historia evolutiva.

3.4 Seleccion natural en el genoma mitocondrial.

La mitocondria es considerada en el ambito cientifico y en la cultura
popular como la fuente de energia de la célula. Este organelo ocupa un lugar
central en la biologia de los organismos eucariotas formando parte de gran
cantidad de procesos que han sido investigados con mucho interés los ultimos

afios. Como fue mencionado previamente, este organelo cuenta con un

17



genoma de menor tamafo que el contenido en el compartimento nuclear, en
el cual estan contenidos genes involucrados en el proceso de generacion de

energia quimica en forma de ATP.

Recientemente puede apreciarse un incremento en la literatura que
contribuye al conocimiento de las funciones de la mitocondria dentro de la
célula eucarionte. Es participe de diversos procesos como la sintesis de acidos
grasos, la homeostasis de Ca?*, regulacion de la expresion de genes nucleares
mediante especies reactivas de oxigeno, regulador de sefialamiento celular, y
en la regulacion de muerte celular apoptotica, y recientemente ha tenido gran
interés su aportacion en la respuesta inmunitaria (Tait y Green, 2012; Nunnari
y Suomalainen, 2012; Ballard y Pichaud, 2014; Breda et al., 2019).

Durante mucho tiempo se sostuvo que la evolucion del genoma
mitocondrial era de manera neutral, bajo el supuesto de que las frecuencias
genéticas de este genoma estaban sujetas principalmente a mutacién y deriva
genética (Ballard y Kreitman, 1995). Mas adelante se destacé la importancia
de la seleccion purificadora como fuerza que actuaba en el genoma
mitocondrial, debido a que las funciones mitocondriales tienen un impacto en
la adecuacion (Ballard y Kreitman, 1995). En las ultimas décadas, la
importancia de la seleccion positiva en la evolucién del genoma mitocondrial
ha sido sustentada con evidencias sobre sus mdultiples funciones, modo de
herencia, por su interaccion con componentes nucleares y el impacto de los

genes que codifica en la adecuacién de un organismo.

3.4.1 Evidencia de neutralidad en el ADNmt.

La neutralidad del ADNmt ha estado bajo constante debate, pues han surgido
trabajos que sugieren el papel de fendmenos selectivos en la evolucion de la

molécula (Castoe et al., 2009; Morales et al., 2015; James et al., 2016).

Ballard y Kreitman, (1995), argumentaron que las evidencias usadas
para explicar la neutralidad del ADNmt se deben a concepciones erroneas de

18



la teoria neutral y del modo de evolucion de la mitocondria. La primera de esas
evidencias que argumentan ambos autores es la cantidad de genes
codificados en la mitocondria, el cual es menor que los contenidos dentro del
genoma nuclear, lo que permite un sistema menos restrictivo al momento de
traducir una cantidad menor de ARN mensajeros. Esto se visualiz6 en un
analisis que encontré una mayor cantidad de polimorfismos en los genes de
ARN de transferencia que reconocen los codones altamente degenerados,
indicando una mayor tolerancia en errores de traduccién para estos codones.
Como segunda evidencia, la tasa promedio de divergencia entre el genoma
mitocondrial resulta mayor que en el nicleo en diversas especies animales, la
secuencia de ADNmt difiere més al divergir las especies que el ADNnu con el
paso el tiempo. Bajo la neutralidad, se espera que la tasa de sustitucion sea
igual a la tasa de mutacion, la cual es alta en el genoma mitocondrial. Sin
embargo, se sabe que un coddn pose tasas de cambio diferentes en cada
posicion, dependiendo de su importancia en la funcién. En los estudios para
evaluar la tasa de divergencia entre genoma mitocondrial y nuclear se asume
gue los sitios comparten tasas de cambio constantes. Finalmente, se asumia
qgue la uniformidad del cambio de un amino acido era constante en toda la
proteina. Contrario a esto, ahora se sabe que las tasas de cambio entre
aminoacidos presentan variacién de acuerdo con el tipo de amino acido por el
cual es sustituido, su posicion en la proteina y su funcién. En el caso de los
genes mitocondriales que interactdan con los genes nucleares, se sabe que
estos ultimos tienen tasas de cambio similares a las ocurridas en la mitocondria
como respuesta a los cambios para el mantenimiento de la funcion (Zhang y
Broughton, 2013).

Dado que el genoma mitocondrial es heredado via materna y que se
ha reportado la ausencia de recombinacion en multiples linajes animales,
ofrecia informacion genética Gtil para estudios poblaciones y filogenéticos, bajo
la premisa de que las fuerzas evolutivas de mutacion y deriva genética eran
las de mayor influencia en el genoma mitocondrial. Es hasta el inicio del

milenio, y gracias al mejoramiento de modelos que estudian la seleccion, que
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se comenzo a invocar la participacion de la seleccion como una fuerza que
explica la variacion dentro del genoma mitocondrial (Rand, 2001; Ballard y
Rand, 2005; James et al., 2016). Esto permitié reevaluar el uso de sitios
mitocondriales que se consideraban neutrales en estudios poblacionales y
filogenéticos, pues los sitios considerados neutrales como los del bucle-D y de
la region de control se encuentran ligados a sitios que presentan sefiales de
seleccidn, por lo que se comenz06 a dudar de su utilidad como marcadores

estrictamente neutrales (Ballard y Rand, 2005).
3.4.2 Evidencias de seleccién positiva en el ADNmt

La vida de los organismos depende de la produccion de energia
utilizable. Las condiciones en las que interactian los organismos, bioticas y
abioticas, y la dindmica dentro de los ecosistemas se encuentran en un estado
de cambios, por lo que el mantenimiento de una produccion inmutable de
energia resulta inestable para el sistema (Hill, 2015). Es por esto por lo que
cualquier variacién en las proteinas codificadas en el genoma mitocondrial
involucradas en la produccion de energia estan sujetas a procesos de
evolucion adaptativa. Si la variacion existente en el ADNmt tiene un impacto
importante en la adecuacion, se encontrara sujeta a la seleccion natural, donde
las condiciones ambientales afectan diversos procesos metabdlicos
(Consuegra et al., 2015). Recordando a su vez, que la interaccién entre los
productos codificados por ambos genomas requiere de la seleccién de
variantes mitocondriales que permitan el mantenimiento de esta interaccion y
su correcto funcionamiento (Hill et al., 2018). Debido a las condiciones Unicas
en las que viven los distintos organismos las presiones selectivas son
especificas para cada taxon, promoviendo la fijacién de los sitios que otorguen
una ventaja adaptativa a lo largo del tiempo.

Originalmente, debido a la importancia de las funciones de los genes
mitocondriales que son basicas para la célula, se consideraba que era muy
poco probable que estuvieran sujetos a seleccion positiva. El conocimiento del

contexto ecolégico brindd un aporte importante para mejorar el entendimiento
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de las bases del proceso adaptativo en la mitocondria. Un ejemplo es el caso
de los organismos poiquilotermos, en los que las adaptaciones en las
proteinas mitocondriales que permitan una mayor estabilidad en ambientes
con nuevas temperaturas tienen mayor probabilidad de ser seleccionadas
(Ballard y Whitlock, 2004). En un escenario ambiental, en el que la cantidad
de oxigeno es variable, las adaptaciones para la produccion de energia en
estas condiciones seran mas ventajosas (Ballard y Whitlock, 2004; Scott et al.,
2011).

La creciente evidencia ha permitido entender de mejor manera como
los procesos selectivos afectan al genoma mitocondrial. El papel de la
seleccion purificadora resulta méas légico, al remover la aparicion de
mutaciones deletéreas dentro de las poblaciones. La hipotesis de seleccion
purificadora actuando en el ADNmt se apoya al analizar la alta conservacion a
nivel de secuencia entre variedad de especies, a nivel de vertebrados e
invertebrados (James et al., 2016).

El papel de la seleccién positiva ha sido estudiado desde un enfoque
fisiol6égico y molecular, pero su aceptacion en el genoma mitocondrial se ha
dado de manera mas lenta. Una vez fundamentadas las bases fisiol6gicas de
la adaptacion se ha ido considerando que las adaptaciones en el ADNmt son
un fenbmeno comun. Con el desarrollo de modelos y simulaciones sobre los
conceptos de la teoria neutral, se ha vuelto evidente que la evolucion del
ADNmt se aleja de estas predicciones, explicAndose solamente bajo un marco

de seleccién natural.

Bazin et al. (2006) utilizaron los genomas mitocondriales de 80 especies
de animales vertebrados e invertebrados. La hipotesis era que la diversidad
contenida en el ADNmt deberia reflejar el tamafio efectivo poblacional,
fundamentado en la teoria de genética de poblaciones de que para un locus
neutral se espera que la cantidad de polimorfismos sea proporcional al tamafio
efectivo poblacional. Observaron que la diversidad entre invertebrados no era

significativamente diferente de la diversidad de vertebrados, contradiciendo la
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teoria de genética de poblaciones pues los grupos de animales invertebrados
tienen un mayor tamano efectivo poblacional que los animales vertebrados.
Mamiferos y aves resultan ser tan polimorficos como insectos y moluscos. Esta
primera evidencia reflejaria que la evolucién del genoma mitocondrial no
ocurria de manera neutral, no explicaba por lo que la diversidad en el genoma

nuclear no se veia afectada de igual manera.

Mediante una prueba de McDonald-Kreitman, la cual compara la razon
entre polimorfismos no-sinbnimos y sindbnimos a nivel poblacional, con la razon
de las sustituciones no-sinénimas entre las sinénimas a nivel de divergencia,
conocido como indice de Neutralidad (NI, por sus siglas en inglés). EL NI
permite la deteccion de la reduccion de la diversidad en loci ligados a sitios
con sefales de seleccion. En el caso de seleccién purificadora, la diversidad
es reducida por un efecto llamado hitchhiking, y en el caso de seleccion
positiva, el efecto es llamado genetic draft. La diferencia entre ambas radica
en la presencia de mutaciones ligeramente deletéreas en el segundo caso, al
existir una mutacion ventajosa, ésta acarrea consigo las mutaciones ligadas a

dicho locus a pesar de ser ligeramente deletéreas.

ElI NI = 1 cuando la evolucion es neutral, NI > 1 bajo seleccién negativa
o purificadora, y NI < | en caso de evolucion adaptativa. Bazin et al.
encontraron que, en los grupos vertebrados, el NI era ligeramente menor a uno
en el ADNmt indicando que hay sefiales de seleccion positiva. En cambio, en
el ADNmt de los grupos invertebrados eran significativamente menores a uno
lo cual apoya que las sustituciones que ocurren dentro de estos organismos
dan lugar a cambios adaptativos. Este trabajo ha sido de los primeros en
exponer que el ADNmt estd sometido a frecuentes cambios adaptativos, para
dejar de considerarlo como un marcador neutral (Bazin et al., 2006).

En las ultimas décadas, han surgido trabajos en los que se reportan
sitios mitocondriales con sefales de seleccion positiva. Tal es el caso del cisne
Anser indicus, el cual tiene una mutacion en el sitio 116, cambiando el

aminodcido triptéfano en arginina, en el gen mitocondrial COX3. Esta mutacion
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le permite volar sobre las montafias Himalayas, reduciendo la distancia en su
ruta migratoria, pues permite que la funcidn no se vea comprometida en este
ambiente de bajos niveles de oxigeno (Scott et al., 2011). Estas sefales de
seleccion positiva han sido detectadas también en la especie de ave,
Eopsaltria australis, la cual tiene relaciones filogenéticas discordantes con
otras especies del mismo género al hacer uso de los marcadores nucleares y
mitocondriales. Un total de 127 sustituciones de aminoécidos fueron
detectadas entre los linajes de E. australis y las demas especies del género.
De estas sustituciones, los que mostraron mayor sefial de seleccién son cinco
sitios pertenecientes a los genes mitocondriales: NADH-4, NADH-4L vy
Citocromo B (Morales et al., 2015).

Finalmente, fueron detectadas sefiales de convergencia adaptativa en
el orden de reptiles Squamata, en los cuales las filogenias realizadas con 13
genes pertenecientes al genoma mitocondrial presentan discordancias con las
estimadas a partir de dos genes del genoma nuclear. El grupo de camaleones,
iguanas, y lagartos agamidos forman un clado, conocido como Iguania, en las
filogenias nucleares, mientras que la informaciébn mitocondrial apoya la
agrupacion de una relacion hermana entre los lagartos agamidos y las
serpientes. Al evaluar los sitios que apoyan las dos topologias, se detectaron
gue son pocos sitios en el ADNmt los que apoyan fuertemente la topologia que
ellos llaman discordante de la relacion agamidos-serpientes. Al comparar los
cambios ocurridos en un sitio especifico entre las especies discordantes se
detectd que muchos de estos eran convergentes, lo cual lleva a sugerir que el
grupo de serpientes tuvo una serie de sustituciones que resultaron en la
seleccién de aminoacidos convergentes en el ADNmt que los agrupa junto a
los lagartos agamidos. Este escenario se sustenta en estudios previos de
multiples cambios de origen adaptativo en las proteinas mitocondriales del
grupo de las serpientes. Desde un enfoque ecoldgico se ha discutido que esto
se debe a la variacion en sus procesos adaptativos metabdlicos que resultan
mas eficientes (Castoe et al., 2009). Han sido reportados multiples ejemplos

sobre sitios de seleccion en las distintas unidades proteicas que componen el
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genoma mitocondrial, las cuales poseen un valor adaptativo en distintas

condiciones (Pavlova et al., 2017; Ngatia et al., 2019).

Aungue no se minimiza la participacion de la seleccion purificadora
como parte de la historia dentro del genoma mitocondrial, la acumulacion de
evidencias que resaltan la presencia de sefales de seleccion positiva que dan
lugar a productos genéticos asociados a adaptaciones térmicas, de tamario,
longevidad y comportamiento, no puede ser ignorada como una fuerza
evolutiva de gran importancia en este genoma. Al seleccionar un locus que
resulte en una ventaja adaptativa, por la biologia de la molécula mitocondrial,
el arrastre de los loci ligados a estos sitios, en este caso toda la molécula, da
como resultado la seleccion de mudltiples sitios, aunque estos presenten

mutaciones ligeramente deletéreas.

3.5 Discordancias filogenéticas en el filo Nematoda.

El clado de nemétodos es un filo de organismos diversos ecolégicamente. Se
cree que este grupo de animales invertebrados se originé durante la radiacion
del periodo Cambrico, lo que ha sido debatido por la falta de evidencia fésil, ya
que las caracteristicas de este grupo impiden su preservacién. Su tamafio
varia entre los 0.2 mm y los 6 metros, la mayoria de ellos no presentan
coloraciones, sino que poseen cuticula transparente permitiendo observar su
anatomia. Pueden ser encontrados en multiples habitats, formando una gran
variedad de interacciones con diversos grupos de animales y plantas. Es
reconocido como un grupo exitoso al contener gran cantidad de especies que
se encuentran virtualmente en gran abundancia en multiples ambientes y
condiciones. Esto Ultimo lo ha vuelto un grupo de interés dentro de la

comunidad cientifica.

La biodiversidad dentro del grupo esta representada por especies de
vida-libre y estilo de vida de parasitismo. Los neméatodos con estilo de vida

parasitarios han resultado de mayor interés para la investigacion cientifica,
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esto es debido a su importancia en los distintos ambientes ecoldgicos,
existiendo nematodos parasitos con capacidad de infeccion en los distintos
grupos de organismos, como plantas y animales (Viney, 2018). La aparicién
del estilo de vida parasitario a lo largo del clado de los nhematodos ha sido de
interés para los estudios filogenéticos, pues de acuerdo con analisis dentro del
grupo, el estilo de vida parasitario ha evolucionado 18 veces de manera

independiente (Viney, 2018).

Algunos de estos nematodos parasitarios afectan de manera negativa
las actividades humanas, impactando en la produccién agricola, y la salud de
animales de compafia y de importancia alimenticia, asi como la causa de
multiples infecciones que se desarrollan en enfermedades en el humano (Park
et al., 2011). El estar adaptados a distintas condiciones y las mudltiples
interacciones con diversos organismos ha llamado la atencién dentro de la
comunidad cientifica, pues la disponibilidad de energia en distintas
condiciones, caracteres de historias de vida e interacciones bidticas debe de
verse reflejada en sefiales moleculares de seleccibn en sus genomas

mitocondriales y nucleares.

Esto ha llevado a preguntas sobre los factores genémicos que han
facilitado la emergencia de los distintos estilos de vida dentro del grupo.
Resulta entonces importante el conocimiento de las relaciones filogenéticas
entre nematodos para el estudio de la evolucién de los distintos estilos de vida.
El uso de informaciéon molecular ha permitido un mayor entendimiento de las
relaciones evolutivas entre las especies de nematodos, las cuales eran
resueltas anteriormente con caracteres morfologicos (Park et al., 2011). De
igual manera, el uso de multiples marcadores moleculares para la resolucion
dentro del grupo present0 sefiales de discordancia entre las filogenias
morfolégicas, nucleares y mitocondriales. Uno de los primeros estudios
filogenéticos basados en informacion molecular, haciendo uso del gen que
codifica para la subunidad pequefa ribosomal de 53 taxones de nematodos,
permitio la distincion de cinco clados principales dentro del grupo (Blaxter et
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al., 1998). El fenomeno de discordancia filogenética se encuentra presente
entre los cinco clados reportados en estudios recientes (Park et al., 2011; Liu
et al., 2016). Park et al, (2011), analizaron las relaciones filogenéticas de un
grupo de 36 nematodos utilizando los genomas mitocondriales. En este
trabajo, se reportan multiples inconsistencias entre la posicion filogenética de
varias especies de nematodos al compararse con la filogenia conocida inferida
a partir de la subunidad ribosomal pequefia reportada por Blaxter et al (1998).
En este estudio las relaciones filogenéticas entre el nematodo S. carpocapsae
y las especies del genero Strongyloides no se recuperan en las filogenias

mitocondriales.

Estas discordancias han sido reportadas como causadas por el uso de
distintos marcadores moleculares, la presencia de homoplasias en el genoma
mitocondrial y la poca informacién empleada para la inferencia filogenética; la
mayoria de estas han sido realizadas con pocos genes nucleares (Zou et al.,
2017). Las razones biologicas de las discordancias en las filogenias de

nematodos han sido vagamente estudiadas.
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4. Hipotesis

La causa de la discordancia filogenética se debe a la influencia de la

seleccion positiva en el genoma mitocondrial.

5. Objetivo general

Determinar la razoén por la que se observan diferencias entre filogenias de

nematodos al ser reconstruidas con el ADN mitocondrial o con el ADN nuclear.

5.1 Objetivos particulares

» Establecer casos de discordancia entre filogenias nuclear y

mitocondrial en nematodos.

» Determinar el papel del sorteo incompleto de linajes en las
discordancias.

» Determinar el papel de la introgresiéon en las discordancias.

» Determinar el papel de la evolucion adaptativa en las discordancias.
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6. Metodologia
6.1 Obtencién de datos

Se usaron un total de 22 especies de nematodos pertenecientes a los
clados Ill, IV y V, de acuerdo a la filogenia reconstruida con la subunidad
pequefia ribosomal (Blaxter et al., 1998). La seleccion de especies fue de
acuerdo con la disponibilidad de secuencias de ambos genomas, mitocondrial
y nuclear, al igual que una busqueda en la literatura en las que se reportaran
casos de discordancia filogenética entre las dos topologias. Se usaron las
secuencias codificantes del ADNmt y del ADNnu, y sus correspondientes
traducciones conceptuales en secuencias de aminoacidos. Las secuencias de
genomas nucleares y su anotacion fueron obtenidas del sitio WormBase

ParaSite database (https://parasite.wormbase.org/), y las secuencias

mitocondriales del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las especies
seleccionadas pertenecientes al clado Il fueron: Anisakis simplex, Brugia
malayi, Dirofilaria immitis, Enterobius vermicularis, Loa loa, Onchocerca
volvulus y Toxocara canis. Las especies del clado IV: Bursaphelencus
xylophilus, Meloidogyne hapla, Panagrellus redivivus, Parastrongyloides
trichosuri, Rhabditophanes sp. KR3021, Steinernema carpocapsae Yy
Strongyloides ratti. Del clado V se seleccionaron: Caenorhabditis elegans,
Caenorhabditis briggsae, Heterorhabditis bacteriophora, Strongylus vulgaris y

Pristionchus pacificus.

6.2 Inferencia de genes ortélogos y alineamiento.

Usando las secuencias codificantes del genoma nuclear de las 20
especies de nematodos, fueron inferidos grupos de genes ortélogos usando el
programa Orthofinder 2.0 (Emms y Kelly, 2015). Este software usa
metodologias tipicas conocidas en la inferencia de ortélogos, como es la
determinacién por mejor hit-bidireccional (MHB) entre grupos de genes. Esto

es, cuando genes especificos de dos especies alcanzan el maximo nivel de
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similitud, el mejor “hit”, de entre los demas genes en busquedas reciprocas, de
la especie “A” a la especie “B” y viceversa (bidireccionales). Ademas, este
software hace la inferencia de genes ortdlogos mediante la reconstruccion de
arboles de genes para determinar su historia evolutiva y asignarlos a sus
respectivos “ortogrupos” (grupos de genes ortdlogos de distintas especies) Por
altimo, ofrece una ventaja técnica, el tiempo de procesamiento es corto. Para
el caso de los genes mitocondriales, se utilizaron 11 de los 12 genes
codificantes como ortélogos, esto debido a su alta conservacion. Los
nematodos Panagrellus redivivus y Toxocara canis carecen del gen para la
subunidad ATPasa-6 en su genoma mitocondrial, por lo que solo se utilizaron
los genes de las subunidades NADH-I, NADH-II, NADH-III, NADH-IV, NADH-
IVL, NADH-V, NADH-VI, citocromo-B, citocromo oxidasa I, citocromo oxidasa

II'y citocromo oxidada lll.

Una vez que se determinaron los genes de copia Unica entre las 20
especies de neméatodos, se buscaron las secuencias de nucleétidos
correspondientes a los genes obtenidos para realizar el alineamiento multiple.
Las secuencias fueron alineadas posteriormente usando la configuracion
predeterminada de MAFFT 7.45 (Katoh et al., 2002). El alineamiento de las
secuencias de nucleétidos se hizo con base en el alineamiento de su
correspondientes secuencias de amino acidos usando el software RevTrans
(Wernersson y Pedersen, 2003), para obtener un alineamiento de nucleétidos
por codones. De esta manera se tendrian cuatro alineamientos para la
reconstruccién de filogenias, dos nucleares y dos mitocondriales, y en cada

caso una de nucleétidos y otra de aminoacidos.

6.3 Construccion de filogenias nuclear y mitocondrial

Para la reconstruccion filogenética se estim6 el mejor modelo evolutivo

para las secuencias alineadas de cada gen, nuclear y mitocondrial, mediante
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el software ProtTest (Abascal et al., 2005). Los alineamientos de los genes
individuales fueron concatenados para cada genoma. La inferencia
filogenética se realiz6 usando los cuatro concatenados: aminoacidos y
nucledtidos de datos nucleares y mitocondriales, mediante el software
MrBayes 3.2.7 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001) usando cuatro cadenas MCMC
a lo largo de 10 millones de generaciones y muestreando cada 1000
generaciones. Cada gen fue tratado como particiones separadas no ligadas
para ambos grupos de datos. Este procedimiento fue similar para nucleétidos
y aminoacidos. Los valores de probabilidad posterior Bayesiana fueron

determinados una vez que se descarté un cuarto de los arboles como burn-in.

6.3.1 Estimacion del arbol de especies

Para la estimacion del arbol de especies se utilizaron los mismos
alineamientos que para la inferencia filogenética con MrBayes, secuencias
mitocondriales y nucleares concatenadas y tratadas de manera independiente.
Se usé el programa de coalescencia multiespecie *BEAST2 (Bouckaert et al.,
2013) para las secuencias provenientes del genoma nuclear. Para las
secuencias mitocondriales se utilizé BEAST tratando los genes como un solo
locus. Corriendo durante 10 mil millones de generaciones de MCMC para
ambos juegos de datos, y muestreando cada 5000 generaciones. El resultado
obtenido fue procesado con TreeAnnotator, con un burn-in de 25% de arboles,

estableciendo un limite de probabilidad posterior de 0.8.

6.4 Determinaciéon de especies discordantes

Una vez obtenidas las filogenias de los distintos métodos de estimacion
filogenética, se utilizo la paqueteria de R: ape 5.3 (“http://ape-package.ird.fr/”), el
cual contiene la funcién all.equal.phylo, para comparar la presencia global de
las relaciones entre dos filogenias. Se compararon las secuencias de

aminoacidos mitocondriales contra aminoacidos nucleares, y nucleotidos
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mitocondriales contra nucleétidos nucleares, obtenidos de las estimaciones

realizadas con MrBayes y BEAST, segun el caso.
6.5 Pruebas de introgresion y sorteo incompleto con ABBA-BABA

Una vez establecidas las relaciones discordantes entre las topologias
nucleares y mitocondriales, se utilizaron las secuencias nucleotidicas de los
genes nucleares usados en la estimacion filogenética. Para la identificacion de
sefales moleculares que presentan los distintos sitios, se utilizé el estadistico-
D, conocido también como ABBA-BABA, mediante la paqueteria de R: “evobir”
(“http://www.uta.edu/karyodb/evobiR/”). Este estadistico evalla los distintos
patrones que exhiben los alelos al divergir las especies. Dadas tres
poblaciones (P1, P2, P3) y un grupo externo (O) con la relacion filogenética
((P1, P2) P3) O), los patrones normales de divergencia entre cuatro especies
estan limitados a: BAAA, BBAA, BBBA y ABAA, donde A, representa el alelo
ancestral y B el alelo derivado. Los patrones anormales ABBA o BABA,
representan un alelo compartido entre P2y P3 en el primeroy P1y P3 en el
altimo patrén. El exceso de uno de estos sitios sobres del otro es un indicativo
de introgresion de los alelos entre las poblaciones. Es decir, si existen
significativamente mas ABBA que BABA, se postula introgresion entre P2 y
P3, en tanto que, si es al inverso, se postula introgresion entre P1 y P3. Esto

se evalla con la formula del estadistico-D:

B ZCM;BA (I) — CBABA (3}

D(Pl.'PZ*:'PS:O}_ . .
ZCM;BA (i) + Cpapa (i)

Si la proporcion de ambos patrones se mantiene sin diferencia
significativa es indicativo de sorteo incompleto de linajes. Su uso esta
restringido a cuatro especies, una de las cuales es un outgroup del que se
obtiene el alelo ancestral. Para este analisis se utilizaron las especies que

mostraban relaciones discordantes entre filogenias nuclear y mitocondrial. Se
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consider6 una especie outgroup diferente para cada analisis dependiendo de

las especies discordantes.

6.6 Sefales de seleccién mitocondrial

Los alineamientos por codones de las secuencias nucleotidicas, que se
hicieron preservando el alineamiento de aminoacidos, fueron analizados para
la busqueda de sefiales de seleccion en sitios de amino&cidos. Esto se hizo

para las secuencias provenientes de ambos genomas, mitocondrial y nuclear.

Los programas usados fueron MEME de HYPHY (Pond et al., 2005) y
PAML (Yang, 2007). Ambos se basan en la estimacion del cociente entre sitios
no-sinébnimos por sitio no-sinébnimo (dN), y sustitucion sinénima por sitio
sinénimo (dS), que se denomina omega (w=dN/dS). El valor de w indica el
modo de seleccidn, sitios que evolucionan neutralmente presentan un valor w
=1, seleccion negativa w < 1 y seleccion positiva w > 1. Los genes altamente
conservados presentan firmas de seleccion purificadora que pueden ocultar la
sefal de pocos sitios que presentan seleccion positiva en el gen. Para el caso
de PAML, se utilizé la comparaciéon entre modelos evaluados por una
comparacién por un Likelihood-ratio test (LRT), después de compararse un
modelo con valores de omega fijados a 1, contra un modelo que permite que
el radio omega (w) sea variable entre los sitios de las secuencias de genes
codificantes. En estos modelos se comparan los modelos M1 y M2a, en el
primero se fija el valor de omega igual a 1, lo cual supone la hipétesis de
neutralidad, y esos son comparados para evaluar si el modelo M2a resulta
significativo a las sefiales de seleccion positiva, y los modelos M7 vs M8. Si el
LRT indica que los modelos por seleccién positiva son preferidos, un método
de Bayes Empirical Bayes es usado para calcular la probabilidad posterior de

gue ese sitio pertenezca a una clase con w > 1.

Para la evaluacion de sitios positivos con HYPHY, se utiliz6 la funcién

MEME, la cual permite la variacion de w entre los sitios de aminoacidos, y a
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su vez entre las ramas de la filogenia, un modelo de ramas y sitios. Para
aumentar la cantidad de sitios Utiles en la construccion filogenética exclusiva
de sitios positivos, fueron considerados los sitios que presentan un valor de p
<0.20 para el caso de HyPhy, mientras que para PAML se consideraron los

sitios que presentaban valores de w mayores a 1.
6.7 Construccion de filogenias con firmas de seleccién

Al obtener los sitios que presentan sefiales de seleccidn positiva, estos fueron
removidos del alineamiento de aminoé&cidos original para ser concatenados en
un nuevo alineamiento compuesto Unicamente de sitios con sefial de seleccion
positiva. Para la estimacion filogenética, se utilizaron los modelos de evolucion
de aminoacidos de la filogenia principal, esto se realizé para la informacion
mitocondrial. La corrida filogenética fue realizada con MrBayes y BEAST, para
tener resultados comparables entre las filogenias obtenidas de los genomas
completos contra las de sitios neutrales y positivos. Las comparaciones entre
filogenias se realizaron nuevamente con la paqueteria APE, con la funcién

all.equal.phylo.

6.8 Prueba McDonald-Kreitman para sefial de seleccion positiva

en genoma mitocondrial.

La prueba McDonald-Kreitman ha permitido evaluar la presencia de sefiales
de seleccién en las secuencias génicas, indicando la fuerza evolutiva que
predomina en los genes de interés. Para esto, se requieren datos de
polimorfismos a nivel de poblaciones de la especie de interés, y datos de
divergencia en secuencia con una especie hermana conocida. Esta prueba ha
sido empleada en estudios de seleccion mitocondrial previos (Bazin et al.,
2006).

Se utilizaron las secuencias mitocondriales de 6 individuos
pertenecientes a la especie Steinernema carpocapsae de distintas

poblaciones, para la obtencion de informacion de polimorfismos poblaciones.
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Comparandose contra las secuencias mitocondriales de las dos especies con
las que S. carpocapsae formaba relaciones hermanas en ambas filogenias,
Strongyloides ratti (filogenia nuclear) y Anisakis simplex (filogenia
mitocondrial), para obtener los datos de divergencia. Esto se hizo para cada

gen codificante en la mitocondria.

Una vez obtenidos los resultados de comparaciones de polimorfismos
y divergencia de aminoéacidos, para cada gen mitocondrial se calcul6 con la

siguiente formula el indice de neutralidad (NI):

Kn
_Ks
~ Dn

Ds

NI

Si NI>1 indica que el principal tipo de seleccion actuando es la seleccion
purificadora, NI=1 indica evolucién neutral y NI < 1 seleccién positiva. En este
ultimo caso un exceso de polimorfismos poblacionales a nivel de la divergencia
es explicado por la hipétesis de acarreo genético (genetic draft, en inglés) o
por barridos selectivos (selective sweeps, en inglés). Mutaciones ligeramente
deletéreas que, por el hecho de estar ligadas a sitios seleccionados, son

acarreadas y seleccionadas junto los sitios adaptativos.

7. Resultados

7.1 Busqueda de ortélogos

La inferencia de ortogrupos fue hecha con genomas completos y anotados
disponibles en las bases de datos. Se determinaron los genes ortélogos por
medio de Orthofinder v2.0 usando el procedimiento de todos contra todos (All-
against-all), lo que dio como resultado 19,972 grupos de ortélogos, u
ortogrupos, de los cuales 10 son genes de copia Unica entre los 22 nematodos
utilizados en este analisis. La existencia de pocos genes de copia Unica

concuerda con lo reportado sobre los multiples eventos de perdida y
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duplicacién genética dentro del filo de nematodos (Sommer y Streit, 2011,

Baskaran y Rodelsperger, 2015).

7.2 Filogenias nucleares y mitocondriales.

Las relaciones filogenéticas estimadas entre los clados Ill, IV y V fueron
representadas con el uso de genes nucleares y mitocondriales, usando
métodos Bayesianos para la construccion de los arboles. Las discordancias
existentes entre el conjunto de datos nucleares y mitocondriales se encuentran
representadas de igual manera en las filogenias estimadas con la informacién
de nucledtidos y aminoacidos. Para la comparacion de las discordancias entre
los sitios positivos y las filogenias generales nuclear y mitocondrial, se opto
por representar las filogenias estimadas con la informacién correspondiente a

los aminoacidos.

El grupo de datos concatenados nucleares consta de 8,128 caracteres,
mientras que los datos mitocondriales corresponden a 3,413 caracteres, de

secuencias de aminoacidos.

Las abreviaturas con las que se representan los nombres para cada

especie son las siguientes:

= Anisakis simplex (Asi)

» Brugia malayi (Bma)

» Bursaphelencus xylophilus (Bxy)
= Caenorhabditis briggsae (Cbr)

= Caenorhabditis elegans (Cel)

= Dirofilaria immitis (Dim)

= Enterobius vermicularis (Eve)

» Heterorhabditis bacteriophora (Hba)
= Loaloa (Llo)

» Meloidogyne hapla (Mha)

= Onchocerca volvulus (Ovo)
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» Panagrellus redivivus (Pre)

» Parastrongyloides trichosuri (Ptr)
= Pristionchus pacificus (Ppa)

* Rhabditophanes sp. KR3021 (Rkr)
= Steinernema carpocapsae (Sca)

= Strongyloides ratti (Sra)

= Strongylus vulgaris (Svu)

= Toxocara canis (Tca)

Para ambas filogenias se utilizaron nematodos pertenecientes al clado C,

del género Plectus spp. como outgroup.

» Plectus acumitatus (Pac) (Fil. Nuclear).

» Plectus sambesii (Psa) (Fil. Mitocondrial).

Las topologias de las filogenias obtenidas parecen no ser concordantes
entre los dos marcadores. Las especies de nematodos Asi, Pun y Tca, las
cuales forman un clado, y Sca presentan posiciones con gran diferencia entre
ambas filogenias. En el caso del grupo compuesto por Asi, Pun y Tca (APT),
las relaciones filogenéticas de este grupo en los marcadores nucleares se
representan formando parte del clado lIll, contrario a su posicién en un clado
IV-V en las filogenias mitocondriales. Su posicion fuera del clado llI, la
topologia mitocondrial, ha sido ya reportada en trabajos previos, lo cual
corresponde con lo observado en este trabajo (Park et al., 2011). La topologia
nuclear (Fig. 1) se representa de la manera: ((Enterobius vermicularis, ((Brugia
malayi, Loa loa), (Dirofilaria immitis, Onchocerca volvulus))), (Anisakis
simplex, (Toxocara canis, Parascaris univalens))). Mientras que la
topologia mitocondrial (Fig. 2) se encuentra representada por las relaciones:
(Steinernema carpocapsae, ((Anisakis simplex, (Toxocara canis,
Parascaris univalens)), (Pristionchus pacificus, ((Caenorhabditis elegans,
Caenorhabditis briggsae), (Heterorhabditis bacteriophora, Strongylus
vulgaris))). En ambas filogenias, los soportes de probabilidad bayesiana para

cada nodo fueron altos en todos los analisis.
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El segundo caso de discordancia corresponde a la posicion del
nematodo Steinernema carpocapsae. Este nematodo perteneciente al orden
Rhabditida presenta discrepancias entre ambas filogenias. Su
posicionamiento con respecto a los clados de los nematodos, al igual que el
caso del grupo APT, se ve discordante al estar representado en clados
distintos en cada filogenia. En la filogenia nuclear forma una relacion hermana
con el grupo de nemétodos del clado IV integrado por Strongyloides ratti,
Parastrongyloides trichosuri y Rhabditophanes sp KR3021. Esta relacion
filogenética se ha reportado con anterioridad, de igual manera bajo el uso de
informacion proveniente del genoma nuclear (Rougon-Cardoso et al., 2016).
Las relaciones filogenéticas de este neméatodo con los demas nemétodos del
clado IV corresponde a la siguiente topologia: (Steinernema carpocapsae,
((Rhabditophanes sp KR3021, (Strongyloides ratti, Parastrongyloides
trichosuri)), (Panagrellus redivivus, (Melodoigyne hapla, Bursaphelenchus

xylophylus))) (Figura 1).

En contraste, en la filogenia mitocondrial, este hematodo forma una
relacion hermana con los nematodos del clado V, (Steinernema
carpocapsae, ((Anisakis simplex, (Toxocara canis, Parascaris univalens)),
(Pristionchus pacificus, ((Caenorhabditis elegans, Caenorhabditis briggsae),
(Heterorhabditis bacteriophora, Strongylus vulgaris))) (Figura 2). Las
discordancias aqui descritas se encuentran representadas en la comparacion

entre la filogenia mitocondrial y nuclear que puede observarse en la figura 3.
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Figura 1. Filogenia nuclear de nematodos. Relaciones filogenéticas
entre los neméatodos pertenecientes a los clados Ill, IV y V, representados
por los colores naranja, amarillo y verde, respectivamente. Arbol bayesiano
obtenido con 1x10*? generaciones. Los nimeros en las ramas representan
probabilidad posterior.
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Figura 2. Filogenia mitocondrial de nematodos. Relaciones
filogenéticas entre los nematodos pertenecientes a los clados Ill, IV y V,
representados por los colores naranja, amarillo y verde, respectivamente.
Arbol bayesiano obtenido con 1x10'? generaciones. Los nimeros en las
ramas representan probabilidad posterior.
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Figura 3. Discordancias entre marcadores gendémicos mitocondrial y nuclear. Existen discordancias al comparar
las filogenias realizadas con distintos marcadores gendémicos. Las discordancias aqui reportadas estan representadas
por los colores, verde, es la del clado compuesto Anisakis simplex (Asi), Toxocara canis (Tca) y Parascaris univalens
(Pun); de morado, Steinernema carpocapsae (Sca), y rojo, Bursaphelencus xylophylus (Bxy) y Panagrellus redivivus
(Pre).
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7.4 Prueba del estadistico-D en el genoma nuclear.

Para analizar la discordancia establecida entre el nematodo S. carpocapsae y
sus especies hermanas, A. simplex; en la filogenia mitocondrial, y S. ratti, en
la filogenia nuclear, y usando como fuente del alelo ancestral al neméatodo P.
acumitatus (Fig4.), se encontraron 1231 genes ort6logos nucleares de copia

Unica entre estas cuatro especies.

Al realizar un concatenado de estos genes se conté con un total de
1,071,518 caracteres alineados de secuencia de nucle6tidos. Este
alineamiento fue puesto a prueba con la funcién CalcD, de la paqueteria
evobiR, que estima los sitios que corresponden a los patrones normales de
divergencia e identifica aquellos sitios que son discordantes con los patrones
de divergencia atipicos, los sitios ABBA y BABA. De estos sitios fueron
encontrados 38,646 y 34,185, respectivamente. La probabilidad obtenida para
que el valor de D sea significativamente diferente de 0, lo que indicaria sorteo
incompleto de linajes, es de practicamente 0. Por lo que puede descartarse
que la discordancia pudiera ser causada por dicho fendbmeno. Los sitios ABBA
que se encuentran en mayor proporcién respaldan la filogenia nuclear, los

nematodos S. carpocapsae y S. ratti comparten mas sitios.

Anisakis simplex Strongyloides ratti Steinernema carpocapsae Plectus sambesii

I (Outgroup)

Figura 4. Estadistico-D para el nematodo S. carpocapsae. Esquema de la prueba
ABBA-BABA. Se indic6 con una miniatura de una mitocondria y de cromosomas de color
azul para indicar las relaciones hermanas con las que forma el nematodo S. carpocapsae
en sus respectivas filogenias. Este esquema indica la divergencia de los sitios con los
patrones que resultan discordantes.
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7.5 Sitios de seleccion y neutrales en el genomay mitocondrial.

El tipo de seleccion en los genes codificantes de proteinas es inferido por la
formula de omega (w), radio de sustituciones no-sinénimas por sitio no-
sindbnimos (dN), respecto del niumero de sustituciones sindnimas por sitio
sindbnimo (dS). Usando los programas HyPhy (Pond et al., 2005) y PAML
(Yang, 2007) se determinaron los valores de omega para detectar aquellos
sitios de manera independiente que presentan seleccion positiva (w>1) o
negativa (w<1) en las secuencias concatenadas de genes codificantes
mitocondriales. @ Este  concatenado comprende 3,403 codones,

correspondientes a igual numero de sitios de aminoacidos.

Los sitios que presentan seleccidn purificadora utilizando HyPhy
corresponden a 2,225. Un exceso de sitios con seleccién purificadora
corresponde a la hipétesis de alta conservacién en los genes mitocondriales
debido a la importancia de sus funciones en la vitalidad del organismo.

Usando el software HyPhy se detectaron 76 sitios con sefiales de
seleccion positiva, de los cuales 32 presentan valores significativos de
seleccién positiva, mientras que con PAML, usando los modelos M2 y M8 de
CODEML, se detectaron 113 sitios con sefales de seleccién positiva a lo largo
de estos genes mitocondriales. Para la determinacién de estos sitios se
consideré aquellos con un omega mayor a 1. Los sitios de aminoacidos
candidatos con sefiales de seleccién positiva identificados por HyPhy estan en
la Tabla 1y los de PAML en la Tabla 2.

Tabla 1. Sitios de seleccion positiva en el genoma mitocondrial
determinados por MEME en HyPhy. Se muestran en rojo los sitios que

presentan un valor de p significativo para los sitios bajo seleccidn positiva.

Posicion LRT p-value Ramas Tamaiio
aminodcido bajo total de
seleccién rama
4 3.52 0.08 0 4.59
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10
70
104
182
244
311
323
352
356
360
365
370
393
396
796
886
933
948
962
966
977
981
1151
1422
1469
1470
1483
1505
1534
1563
1628
1629
1651
1655
1689
1714
1745
1748
1777
1779
1782

3.87 0.07 1 15.47
2.4 0.15 1 36.67
2.97 0.11 2 7.64
4.62 0.05 2 4.88
2.76 0.12 1 37.93
3.28 0.09 1 14.43
5 0.04 0 190.83
2.44 0.14 0 25.65
2.88 0.11 0 1582.44
2.35 0.15 0 58.36
4.22 0.06 1 11.52
2.82 0.12 1 42.8
10.59 0 0 345.3
4.64 0.05 2 27.14
4 0.06 1 56.27
10.36 0 1 191.22
2.32 0.15 1 21.12
4.83 0.04 0 23.56
3.11 0.1 0 12.1
3.24 0.09 0 21.14
8.27 0.01 2 2.26
4.05 0.06 1 3.43
2.57 0.13 2 13.64
7.2 0.01 0 589.77
2.96 0.11 0 13.99
6.52 0.02 4 15.43
5.15 0.03 2 3.5
24.3 0 1 404.04
7.05 0.01 3 65.34
5.22 0.03 3 3.1
7.76 0.01 2 2.85
6.93 0.01 4 17.86
4.69 0.04 1 11.18
4.3 0.05 1 1.17
5.69 0.03 3 3.44
3.69 0.07 1 11.6
3.34 0.09 0 8.83
11.43 0 2 5.74
3.85 0.07 2 13.67
3.96 0.06 1 20.31
2.98 0.11 0 105.11
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1817
1853
1949
1960
1970
1978
1980
2049
2052
2067
2162
2217
2251
2257
2310
2339
2457
2566
2662
2696
2846
2852
2863
2881
3017
3087
3116
3119
3158
3191
3205
3332
3358
3377

2.35 0.15 0 282.38
8.29 0.01 0 659.17
2.36 0.15 3 14.7
3.38 0.09 3 4.39
9.83 0 1 66.63
2.42 0.15 1 40.92
5.03 0.04 3 10.95
8.95 0.01 0 139.9
4.9 0.04 0 17.32
4.2 0.06 3 23.42
3.6 0.08 2 2.04
2.73 0.12 2 9.98
2.32 0.15 0 34.72
4.54 0.05 0 43.09
3.22 0.1 1 20.72
2.72 0.12 1 21.94
4.86 0.04 1 31.45
4.23 0.06 1 9.83
4.49 0.05 1 1.12
3.42 0.09 3 4.71
5.21 0.03 2 17.02
2.34 0.15 1 11.31
2.55 0.14 2 22.44
2.86 0.11 1 9.58
5.22 0.03 0 25.15
2.79 0.12 0 56.25
3.48 0.08 2 3.3
7.33 0.01 0 414.01
2.72 0.12 0 1619.08
4.56 0.05 0 17.96
11.6 0 5 5.38
5.07 0.04 1 46.76
4.65 0.05 0 49.87
2.63 0.13 0 15.1
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Tabla 2. Sitios de seleccion positiva en el genoma mitocondrial
determinados por CODEML en PAML. Los valores presentados en esta tabla
con color rojo corresponden a los sitios que fueron considerados con sefiales
de seleccion positiva pero cuyos valores de omega se encuentran por debajo
de 1.

Sitio w Sitio w Sitio w

7 1.039 +- 0.364 1817 | 0.673 +-0.424 2859 1.121 +- 0.356

59 1.211 +-0.353 1820 1.471+-0.132 2863 1.043 +- 0.356

63 1.114 +- 0.359 1821 1.416+-0.218 2915 0.953 +-0.321
105 0.947 +-0.324 1822 | 1.342 +-0.285 2924 1.315 +- 0.301
111 0.970 +- 0.337 1825 1.282 +-0.322 3017 0.964 +- 0.333
114 1.191 +- 0.350 1850 1.282 +-0.314 3085 1.197 +- 0.389
310 1.333 +- 0.292 1853 | 0.959 +- 0.324 3087 0.968 +- 0.432
338 0.907 +- 0.337 1878 1.321 +- 0.300 3096 1.107 +- 0.355
348 0.973 +- 0.355 1883 | 1.023 +-0.353 3130 1.275 +- 0.322
374 1.110 +- 0.359 1924 1.111+-0.354 3133 1.068 +- 0.362
375 1.075 +- 0.352 1927 0.934 +-0.334 3154 0.997 +- 0.339
377 1.133 +- 0.356 1947 1.208 +- 0.346 3156 0.684 +-0.411
810 0.897 +- 0.329 1954 | 0.937 +- 0.332 3167 1.254 +- 0.329
921 0.826 +- 0.360 1974 0.968 +- 0.327 3184 1.070 +- 0.357
922 0.981 +- 0.361 1975 | 1.256 +- 0.331 3199 0.936 +- 0.331
923 1.178 +- 0.367 1976 1.130+- 0.356 3213 1.013 +- 0.345
928 0.718 +- 0.406 1977 | 1.353 +-0.276 3215 1.390 +- 0.247
929 0.681 +- 0.389 2010 1.030+-0.346 3219 1.066 +- 0.358
933 0.729 +- 0.409 2041 1.116 +- 0.352 3221 1.063 +- 0.358
935 0.730 +- 0.410 2043 | 1.056 +-0.348 3252 1.017 +- 0.354
948 0.879 +- 0.348 2044 1.462 +-0.150 3283 0.915 +- 0.388
961 0.711 +- 0.375 2045 1.410+-0.224 3293 1.271 +-0.323
1017 0.836 +- 0.378 2046 1.305 +-0.313 3331 0.982 +- 0.435
1057 0.737 +- 0.415 2047 | 0.984 +-0.332 3338 1.420 +-0.214
1061 0.632 +- 0.394 2051 1.204 +- 0.342 3342 1.207 +- 0.343
1093 1.130 +- 0.366 2092 | 0.993 +-0.336 3347 1.270 +- 0.322
1097 1.135 +- 0.352 2105 1.128 +-0.347 3349 0.941 +- 0.340
1198 0.683 +- 0.407 2106 | 1.377 +-0.256 3357 1.454 +- 0.165
1201 0.691 +- 0.408 2216 1.078 +-0.358 3359 0.980 +- 0.330
1202 0.721 +-0.419 2224 1.422 +-0.211 3360 1.206 +- 0.344
1244 1.086 +- 0.364 2226 1.335+-0.292 3363 0.953 +- 0.336
1245 1.139 +- 0.361 2257 | 1.292 +-0.314
1317 1.152 +- 0.351 2338 0.979 +-0.333
1359 1.114 +- 0.410 2536 | 1.222 +-0.338
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1373 1.162 +- 0.354 2539 1.180 +-0.348
1384 1.024 +- 0.350 2571 | 1.368 +- 0.267
1566 1.024 +- 0.341 2649 0.980 +- 0.328
1636 1.133 +-0.354 2653 | 0.949 +- 0.329
1726 1.076 +- 0.349 2710 | 1.128 +-0.355
1744 0.914 +- 0.327 2712 | 0.997 +-0.329
1816 1.100 +- 0.417 2723 1.192 +- 0.352

Los sitios de aminoacidos detectados con sefales de seleccidn positiva
gue concuerdan entre ambos programas se ven reducidos a 6: 933, 948,1853,
2863, 3017 y 3087. Sin embargo, existen sitios que presentan sefales de
seleccidn positiva solo con uno de los dos métodos, pero que presentan sefal

en sitios adyacentes con el otro método.

GEN CODIFICANTES MITOCONDRIALES SITIOS CON SELECCION SITIOS CON SELECCION
POSITIVA POSITIVA CON VALOR DE
P<0.05

CITOCROMO B 13 2

CITOCROMO C OXIDASA SUBUNIDAD | 5 4

CITOCROMO C OXIDASA SUBUNIDAD 6 1
I

CITOCROMO C OXIDASA SUBUNIDAD 1 1
i

NADH SUBUNIDAD | 14 11

NADH SUBUNIDAD II 12 5

NADH SUBUNIDAD Il 2 0

NADH SUBUNIDAD IV 7 2

NADH SUBUNIDAD IV-L 1 1

NADH SUBUNIDAD V 12 5

NADH SUBUNIDAD VI 3 2

Tabla 3. Sitios positivos determinados por MEME pertenecientes a

cada uno de los genes mitocondriales.
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La mayor cantidad de sustituciones con firmas de seleccion positiva se
encuentran en los genes mitocondriales NADH subunidad-1 y el citocromo-B,
segun la estimacion utilizando MEME, fueron 14 y 13 sitios, respectivamente.
Los sitios de seleccion positiva por gen mitocondrial estan indicados en la
Tabla 3. Solo el gen NADH-subunidad 3 no presenta sitios con valores

significativos de seleccidn positiva.

7.6 Filogenia mitocondrial de sitios positivos.

Para determinar el papel de la seleccibn positiva como causa de la
discordancia se reconstruy6 una filogenia mitocondrial utilizando Unicamente
los sitios con un valor de w mayor a 1. Se utilizaron los 113 sitios determinados

por el programa CODEML.

La filogenia resultante presenté dos politomias en las relaciones
establecidas. La primera corresponde al clado conformado por Dirofilaria
immitis, Loa loa y Onchocerca volvulus. Sin embargo, este clado, junto su
especie hermana Brugia malayi, mantienen su posicion en el clado Ill con
fuerte soporte de probabilidad posterior. La segunda politomia se presenta en
el clado IV compuesta de las especies Strongyloides ratti, Panagrellus
redivivus, Bursaphelencus xylophylus, y Enterobius vermicularis (Fig. 5). Al
compararse con la filogenia general mitocondrial estas dos presentan

discordancias entre estas especies.

Las especies restantes pertenecientes al clado IV, Parastrongyloides
trichosuri y Rhabditophanes spKR302, mantienen su posiciones y relaciones
filogenéticas concordantes con la filogenia general mitocondrial. De igual
manera, las especies del clado V son concordantes con la filogenia general.
Las discordancias del clado de Anisakis simplex, Toxocara canis y Parascaris
univales, y de Steinernema carpocapsae, que se reportaron previamente al

comparar la filogenia general mitocondrial contra la filogenia nuclear, se
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observan de igual manera al compararse con la filogenia de sitios positivos

mitocondriales (Fig. 5).

La filogenia construida exclusivamente con los sitios con sefiales de
seleccidn positiva recapitula las relaciones evolutivas discordantes entre las
filogenias nucleares y mitocondriales. Se recalca la importancia de la
informacion filogenética que presentan los 113 sitios positivos en la
reconstruccién de las relaciones filogenéticas y la historia evolutiva que se
representa con el marcador mitocondrial (Fig. 6), y estas a su vez, presentan

las mismas discordancias con la filogenia nuclear (Fig. 7).

Pac

03

Figura 5. Filogenia mitocondrial de sitios positivos.  Una vez detectados los sitios con
sefiales de seleccidn positiva en los genes mitocondriales, se reconstruy6 la filogenia
compuesta de un concatenado de los sitios mitocondriales. Esta filogenia refleja la historia
filogenética del marcador mitocondrial, con la excepcién de las politomias marcadas con el
simbolo (*). Arbolr bayesiano obtenido con 1x10%? generaciones. Los nimeros en las ramas
representadan probabilidad posterior.
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Figura 6. Concordancia entre la filogenia mitocondrial general y filogenia mitocondrial de sitios
positivos. Al comparar las topologias entre la filogenia mitocondrial general y la filogenia de sitios positivos
pueden observarse las discordancias reportadas con la filogenia general mitocondrial. Se reflejan las
discordancias del clado compuesto por Anisakis simplex (Asi), Toxocara canis (Tca) y Parascaris univalens
(Pun); y de morado, Steinernema carpocapsae (Sca). Con la diferencia de la presencia de politomias entre
alaunas especies pertenecientes a los clado 11l v IV
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Figura 7. Discordancias entre la filogenia nuclear y filogenia mitocondrial de sitios positivos. Al
comparar las topologias entre la filogenia nuclear y la filogenia de sitios positivos pueden observarse las
discordancias reportadas con la filogenia general mitocondrial. Se reflejan las discordancias del clado
compuesto por Anisakis simplex (Asi), Toxocara canis (Tca) y Parascaris univalens (Pun); y de morado,

Steinernema carpocapsae (Sca).
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7.7 Prueba de McDonald-Kreitman de los genes mitocondriales de
Steinernema carpocapsae.

La prueba de McDonald-Kreitman (M-K) fue aplicada en los alineamientos
individuales de los genes mitocondriales. Esta prueba requiere de la
comparacion entre individuos de la especie de interés, contra una especie
filogenéticamente cercana. Por ello se realizé Unicamente para la evaluaciéon
de seleccion o neutralidad en la especie Steinernema carpocapsae, ya que
para ella se contaba con informacion gendmica mitocondrial de distintos
individuos. Como especie cercana se utilizé Strongyloides ratti, especie

hermana de la filogenia nuclear. Se utilizaron los 12 genes mitocondriales.

De acuerdo con los valores obtenidos del indice de neutralidad para
cadagen, 11 de los 12 genes mitocondriales muestran evidencias de seleccién
positiva en su secuencia. Los valores del indice de neutralidad para cada uno
de estos genes son menores a 1. La Unica excepcion fue el citocromo b que
exhibe sefales de seleccién purificadora, con un valor de 7.6, sin embargo,
este gen mostré la mayor cantidad de sitios que presentaban valores de
omega mayores a uno, infiriendo seleccion positiva. Los valores del indice de
neutralidad que corresponden a la prueba entre S. carpocapsae y S. ratti estan

representados en la Tabla 4.

Para observar si esto cambia con respecto de la especie que se
compara, se utilizé a Anisakis simplex como especie con relacién filogenética
cercana, usando como criterio su cercania como especies hermanas en la
filogenia mitocondrial. De igual manera, se obtuvo evidencia de seleccion
positiva al hacer la prueba. Los genes NADH-subunidad 2 y NADH-subunidad
5 muestran valores que respaldan hipotesis de neutralidad (1.20) y seleccion
negativa (2.28), respectivamente. Los valores del indice de neutralidad que
corresponden a la prueba entre S. carpocapsae y A., simplex estan

representados en la Tabla 5
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La mayoria de las sustituciones al hacer ambas comparaciones, entre
S. ratti y S. carpocapsae y A. simplex y S. carpocapsae, parecen ser
principalmente no-sindnimas, las cuales se espera que estas fueran removidas
por la seleccion purificadora. Dentro de los genes mitocondriales del nematodo
S. carpocapsae, las sustituciones no-sinénimas se encuentran en exceso en
comparacion con las sustituciones sinénimas, lo que sugiere que la principal
fuerza evolutiva que parece estar presente en ambas pruebas (w y NI) es la

seleccion positiva.

Tabla 4. Prueba de McDonald-Kreitman entre individuos de Steinernema
carpocapsae y Strongyloides ratti. Para cada gen codificante en el genoma
mitocondrial se indican los valores de polimorfismos a nivel poblacional y
substituciones a nivel de divergencia, con el nematodo Strongyloides ratti, asi
como su valor de NI. Los valores presentados en color rojo son aquellos que
apoyan seleccion positiva.

SCA/SRA PS PN DS DN NI
ATP 7 0 64 110 0
Col 40 2 189 131 0.0721374
coll 19 5 62 52 0.31376518
coll 18 3 77 112 0.11458333
CYTB 3 30 108 142 7.6056338
ND1 14 2 101 125 0.11542857
ND2 11 2 51 97 0.09559513
ND3 15 2 30 38 0.10526316
ND4 22 10 94 191 0.223703
NDA4L 2 3 9 51 0.26470588
ND5 5 28 47 293 0.89829352
ND6 7 5 41 91 0.32182104
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Tabla 5. Prueba McDonald-Kreitman entre individuos de Steinernema
carpocapsae y Anisakis simplex. Para cada gen codificante en el genoma
mitocondrial se indican los valores de polimorfismos a nivel poblacional y
substituciones a nivel de divergencia, con el nematodo Anisakis simplex, asi
como su valor de NI. Los valores presentados en color rojo son aquellos que
apoyan seleccion positiva.

SCA/ASI PS PN DS DN NI
ATP 8 0 72 53 0
col 40 2 213 70 0.15214286
coll 20 4 87 48 0.3625
colll 18 3 92 51 0.30065359
CYTB 30 3 125 142 0.08802817
ND1 14 2 115 88 0.18668831
ND2 3 11 41 125 1.20266667
ND3 15 2 37 44 0.11212121
ND4 22 10 143 120 0.54166667
NDA4L 4 1 36 28 0.32142857
ND5 4 32 77 270 2.28148148
ND6 7 4 53 66 0.45887446
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8. Discusion

8.1 Discordancia entre filogenias nuclear y mitocondrial.
Las relaciones filogenéticas entre los clados Ill, IV y V pertenecientes
al filo de los neméatodos fueron representadas con el uso de
marcadores moleculares provenientes de los compartimentos nuclear
y mitocondrial. La inferencia filogenética de esta informacién molecular
dio como resultado dos filogenias que resultan discordantes al
representar las relaciones que forman algunas de las 20 especies de
nematodos utilizadas en este estudio.

Las secuencias alineadas de aminoacidos de genes
mitocondriales y nucleares concatenados corresponden a 3403 y 7952
caracteres, respectivamente. Las relaciones inferidas presentan un alto
soporte Bayesiano en sus nodos, incluyendo aquellas que presentan
discordancia. Las especies discordantes entre ambas filogenias son las
del grupo Il nuclear conformado por los nemétodos parasitarios
Anisakis simplex, Parascaris univalens y Toxocara canis, y las especies
de nematodos pertenecientes al grupo IV nuclear Bursaphelenchus
xylophylus, Panagrellus redivivus y Steinernema carpocapsae. La
posicion filogenética de estas especies en sus respectivos clados en
estudios previos que hacen uso de informacion molecular nuclear no
presentan diferencias con los resultados aqui obtenidos en la filogenia
Nuclear (Blaxter y Koutsovoulos, 2015). Al comparar con las relaciones
representadas por la filogenia mitocondrial, estas especies resultan
discordantes. El clado compuesto por Anisakis simplex, Toxocara canis
y Parascaris univalens se posicionan como un clado hermano al clado
V, formando una relacion hermana con el neméatodo de vida libre
Pristionchus pacificus. De igual manera, los nematodos parasitos
Bursaphelencus xylophylus y Panagrellus redivivus, los cuales
mantienen una relacion filogenética como especies hermanas en la
filogenia nuclear, se posicionan formando distintas relaciones

filogenéticas con nematodos del clado Il en la filogenia mitocondrial.
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Por dltimo, la posicion filogenética del neméatodo entomopatdégeno
Steinernema carpocapsae el cual ocupa una relacion hermana con los
nematodos Strongyloides ratti, Parastrongyloides trichosuri y
Rhabditophanes spKR3021 formando un grupo monofilético del clado
IV en la filogenia nuclear, presenta una posicion monofilética con los
nematodos del clado V. En la filogenia mitocondrial, Steinernema
carpocapsae se agrupa junto al clado V, formando una relacion
hermana con el clado Anisakis simplex, Toxocara canis, Parascaris
univalens, Heterorhabditis bacteriophora, Pristionchus pacificus,
Strongylus vulgaris y Caenorhabditis spp. Estas relaciones
filogenéticas concuerdan con lo visto en estudios previos de nematodos
(Park et al.2011). El posicionamiento de Steinernema carpocapsae
como parte del clado IV no se recupera en los analisis que hacen uso
de la informacion mitocondrial. Las especies pertenecientes al género
Steinernema spp. han sido mostradas con posiciones discordantes
entre la informacién nuclear y mitocondrial (Blaxter et al., 1998; Smythe
et al., 2006). Se requieren mayores estudios para la determinacién en
la resolucion de la posicion de este grupo de nematodos.

Las relaciones filogenéticas representadas en la filogenia
mitocondrial cuentan con un alto soporte Bayesiano, por lo que estas
relaciones son realmente discordantes entre los distintos marcadores

gendmicos.

8.2 La discordancia no se explica por sorteo incompleto de linajes o
introgresion.
Una vez que se determinaron las discordancias existentes entre las
filogenias mitocondrial y nuclear, se utilizé el estadistico-D para
determinar la razon detras de la discordancia. Este estadistico ha sido
utilizado para determinar si la informacion molecular utilizada en la
inferencia filogenética presenta sefiales moleculares del patron

anormal de segregacién de los alelos al divergir las especies. Las
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causas mas comunes para la discordancia han sido introgresion y el
sorteo incompleto de linajes, por lo que esta prueba ha resultado util y
sencilla en su aplicacion para determinar si la historia evolutiva de las
especies ha sido moldeada por estos fendmenos moleculares.

En el caso de las discordancias aqui observadas, se puso a
prueba que el genoma nuclear estuviera sujeto a la presencia de
sefiales moleculares de SIL o introgresion. Esto es porque de acuerdo
con la teoria el genoma mitocondrial completaria su proceso de sorteo
de linajes antes que el genoma nuclear por lo que en estos clados de
nematodos las sefiales de SIL en el genoma mitocondrial se habrian
perdido mucho antes que en el genoma nuclear debido al extendido
tiempo de divergencia entre los clados de nematodos. Por lo que esta
prueba se hizo directamente en los genes nucleares para identificar si
la discordancia estaba dada en la informacion codificada en este
genoma. De resultar negativa, se descarta que este fendmeno tuviera
influencia en el sistema genético mitocondrial, debido a lo explicado
anteriormente.

En el caso del nematodo entomopatégeno Steinernema
carpocapsae se realizo la prueba utilizando como fuente de los alelos
ancestrales al neméatodo Plectus acumitatus, y probando si existian
sefiales moleculares de un evento de introgresion o de sorteo
incompleto de linajes al comparar los patrones de los sitios ABBA y
BABA con los neméatodos Anisakis simplex, su especie hermana en el
genoma mitocondrial, y Strongyloides ratti, su especie hermana en el
genoma nuclear.

De un alineamiento de 1,071,518 sitios de nucleotidos
correspondiente a 1,231 genes nucleares, no hubo evidencias que los
patrones de ABBA o BABA se presentaran significativamente de
manera equitativa, por lo que la discordancia no puede ser explicada
por sorteo incompleto de linajes. Los sitios ABBA son mas comunes en

el alineamiento, por lo que Strongyloides ratti y Steinernema
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carpocapsae comparten mas sitios, que Anisakis simplex vy
Steinernema carpocapsae, lo que corresponde a lo inferido en la
filogenia nuclear. Estos resultados permiten excluir el sorteo incompleto
de linajes como causa de la discordancia.

De igual manera, los sitios con un patron BABA que apoyan la
hipotesis de introgresion entre los nematodos Anisakis simplex y
Steinernema carpocapsae se encuentran en menor cantidad que los
sitios ABBA, los que apoyan la relacion hermana entre Strongyloides
ratti y Steinernema carpocapsae. Los eventos de introgresion suelen
explicar las relaciones discordantes entre marcadores nucleares y
mitocondriales. Debido a que no existen sefales moleculares en los
genes nucleares que apoyen la hipotesis de introgresion entre A.
simplex y S. carpocapsae, puede inferirse que la agrupacion de estas
dos especies en la filogenia mitocondrial no es causada por la
transferencia del genoma mitocondrial, permitiendo inferir que la
introgresion no es causante de la discordancia. Sin embargo, para
descartar por completo el supuesto de introgresion, se requieren mas

evidencias.

8.3 La filogenia de sitios positivos reconstruye la historia
mitocondrial discordante.
Se reconstruyo una filogenia con el concatenado de los sitios de
aminoacidos que presentaban un valor de w mayor a 1, en todas las
especies del analisis. Estos sitios representan el 3.3% de los caracteres
utilizados en la reconstruccion filogenética mitocondrial general. Para
esta filogenia se propuso un corte menos restrictivo para el valor de la
probabilidad de que el sitio tuviera un valor de omega mayor a uno. En
trabajos como el realizado por Morales et al (2015), se consideraron los
sitios con una probabilidad posterior menor a 0.15 como sitios con
seleccién positiva, esto es bajo los criterios de Bayes Empirical Bayes

(BEB) (Yang et al. 2005). En nuestro trabajo, se consideraron sitios con
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una probabilidad posterior de 0.2 para obtener mas sitios que
presentaran informacion filogenética. Esto es debido a que en nuestros
primeros andlisis se determinaron 89 sitios con seleccion positiva, que
presentaban un valor de p<0.05, pero que al realizar la reconstruccion
filogenética presentaban politomias en los clados Il y V, con las
discordancias del grupo de A. simplex y S. carpocapsae aun se
encontraban representadas en la filogenia de 89 sitios, por lo que se
opto por realizar un corte menos restrictivo.

La filogenia realizada exclusivamente con los sitios positivos
recapituld la historia evolutiva mitocondrial, con la excepcion de dos
politomias, una de estas compuesta por las especies Bursaphelenchus
xylophylus, Panagrellus redivivus, Strongyloides ratti y Enterobius
vermicularis y la segunda por Onchorcerca volvulus, Loa loa y
Dirofilaria immitis. Sin embargo, las discordancias filogenéticas de los
nematodos del grupo de Anisakis simplex, Parascaris univalens,
Toxocara canis y el entomopatdogeno Steinernema carpocapsae
contintan presentes en la filogenia y presentan valores altos de soporte
Bayesiano, por lo que sigue presentandose la discordancia entre las
filogenias nuclear y mitocondrial de sitios positivos.

Pocos sitios mitocondriales con sefiales de seleccion positiva
reconstruyen las discordancias entre las filogenias nuclear y
mitocondrial, por lo que puede inferirse que estos sitios contienen
suficiente informacion filogenética para la reconstruccion de la filogenia
general mitocondrial. Esto puede deberse a que los sitios neutrales, y
probablemente los casi neutrales, existentes en el genoma mitocondrial
se mantienen ligados a sitios con seleccion positiva, por lo que los
primeros se ven afectados por el actuar de la seleccion positiva al
momento de reconstruir la historia evolutiva de las especies cuando se
usa la informacion molecular del ADNmt. El uso del bucle-D y el sitio

de control, comunmente usados en la inferencia filogenética
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mitocondrial, estan ligados a la influencia de los pocos sitios

mitocondriales con seleccion positiva.

8.4 Seleccion positivacomo la principal fuerza actuando en la historia
evolutiva del genoma mitocondrial.
Se exploraron las firmas de seleccion positiva en el genoma
mitocondrial de los linajes mitocondriales de los clados Ill, IV y V
pertenecientes al filo de nematodos. En nuestro andlisis se detectaron
sefales de seleccion purificadora a lo largo del mitogenoma, lo cual va
acorde a la hipétesis de la alta conservacion de las proteinas de la
fosforilacién oxidativa (FOSOX) para conservar su funcionalidad. Esto
se ve en los 2,225 sitios de aminoacidos que presentan valor de w
menor a 1, lo que indica seleccion purificadora. A su vez, la evidencia
de sefales de seleccidn positiva en pocos sitios resulta importante.
Multiples pruebas sugieren que estos resultados no son falsos
positivos. La evidencia de seleccion positiva fue detectada por dos
programas, 77 sitios de acuerdo con la estimacion con HyPhy y 113
con PAML, lo que indica que la seleccion positiva ocurre dentro de
pocos sitios del mitogenoma. A pesar de que ambos métodos coinciden
solamente en 6 sitios, existen sitios con sefial significativa de seleccion
positiva. Estas sefiales de seleccion positiva ocurren dentro de todos
los genes codificados en la mitocondria. Retomando la filogenia de
sitios positivos, estos son filogenéticamente informativos para la
recapitulacion de la historia mitocondrial discordante. Las
comparaciones entre el modelo M1 contra el modelo M2 y del M7 contra
el M8 indican que la evolucion del genoma mitocondrial dentro de este
grupo de nematodos se ve afectado por dos fuerzas selectivas. En
primer lugar, la seleccion purificadora que remueve las variantes que
alteran la funcion, la mayoria de los sitios presentaron un valor de w <

1. Finalmente, la seleccion positiva de aquellos sitios con valor de w >
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1, que da lugar a la fijacion de pocos sitios que otorgan una ventaja en
la adecuacion del organismo.

La prueba de McDonald-Kreitman, cuantifica los polimorfismos
no silenciosos y silenciosos a razon de las substituciones no silenciosas
y silenciosas, y a partir de esta informacion se calcula el indice de
neutralidad. Si la proporcion de estos sitios se encuentra equivalente,
se considera que la evolucion de dicha secuencia es de manera neutral,
con un NI aproximado a la unidad, por lo que los valores por debajo o
arriba representan una desviacion de la neutralidad. Aquellos valores
mayores a la unidad son un indicativo de que la secuencia presenta un
exceso de polimorfismos de aminoé&cidos, lo que se espera bajo el
supuesto de seleccion purificadora. En el caso contrario, cuando el
valor es menor a la unidad, indica un exceso de substituciones
divergentes no silenciosas, queriendo decir que multiples mutaciones
que tienen como resultado el cambio de aminoacido, son fijadas una
vez que las secuencias divergen. Esto quiere decir que las mutaciones
gue presentan una ventaja adaptativa son fijadas, y que debido a que
otros sitios ligados también presentan sustituciones, estos también son
fijados, incluyendo aquellos que resultan en cambios deletéreos. Bajo
el supuesto de seleccion purificadora, estos cambios deletéreos serian
eliminados, contrario a lo ocurrido en la hipétesis de seleccion positiva,
gue conlleva a la fijacion de estos cambios deletéreos a nivel de
divergencia. Esto concuerda con los resultados aqui obtenidos, con la
hipotesis de seleccion positiva, donde mudltiples mutaciones
ligeramente deletéreas son fijadas a causa del acarreo genético de
sustituciones ligadas a los sitios que otorgan una ventaja adaptativa.

Se analiz6 la presencia de sefiales de seleccion en el nematodo
Steinernema carpocapsae, del cual se contaba con informacion de
polimorfismos del genoma mitocondrial, al comparar las substituciones

sinbnimas y no-sinénimas de las especies hermanas del nematodo. Por
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el posicionamiento discordante fue necesario realizar una doble prueba
comparandolo contra A. simplex y contra S. ratti.

Los resultados de divergencia en ambas comparaciones exhiben
la fijacion de mudltiples substituciones sindnimas y no-sinGnimas,
comparandose con los polimorfismos existentes dentro de la poblacion
de S. carpocapsae. En ambas comparaciones puede observarse que
los genes mitocondriales exhiben un valor de NI < 1, lo cual va acorde
a la hipotesis de seleccion positiva como la principal fuerza evolutiva
gue actla sobre la secuencia de las proteinas codificantes del genoma
mitocondrial. Aquellas mutaciones que presenten cambios adaptativos
corresponderan a los cambios que seran fijados por seleccion positiva,
mientras que las substituciones ligadas a estos sitios, en el caso del
genoma mitocondrial al ser una molécula circular donde todos los sitios

se encuentran ligados, seran fijadas por acarreo genético.

Conclusién

El uso de la reconstruccion filogenética como herramienta para la
determinacién de la historia evolutiva de las especies ha tomado gran
importancia dentro de mdltiples areas de la biologia. El uso de los
distintos marcadores moleculares que se emplean en su elaboracion
continta siendo debatido tras décadas de reportes de la existencia de
discordancia entre las filogenias nucleares y mitocondriales.

La existencia de las discordancias no resulta ajena al filo de los
nematodos. Dentro del grupo se han reportado discordancias en los
distintos niveles taxondmicos. En trabajos previos, las razones
biolégicas detras de estas discordancias del filo no han sido
ampliamente estudiadas. En este trabajo pudimos identificar 4
discordancias entre las filogenias de nematodos reconstruidas con los
marcadores mitocondriales y nucleares. Resulta importante conocer la
historia evolutiva de las especies de este grupo, pues presentan

significancia desde aspectos de interés econdmico para el humano, asi
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como el entendimiento en la evolucion de los estilos de vida
caracteristicos del clado de los nematodos.

La suposicion de la neutralidad del genoma mitocondrial
continta siendo una razén para su uso en la estimacion filogenética. En
el caso de los nematodos, hemos encontrado sefales de seleccion
positiva en diversos sitios a lo largo de los genes codificantes del
genoma mitocondrial. De acuerdo con las pruebas de identificacion de
sitios con seleccion positiva realizadas mediante CODEML y HyPHY,
asi como la prueba de McDonald-Kreitman, puede notarse que la
seleccidén positiva juega un papel importante en la evolucién del genoma
mitocondrial. Contrario a lo visto en las secuencias de genes nucleares
en los que se detectaron pocos sitios de seleccién positiva entre los
genes utilizados en la reconstruccion filogenética.

Al estimar una filogenia con el uso exclusivo de los sitios que
presentan estas sefales de seleccion positiva es posible reconstruir la
historia evolutiva de las secuencias mitocondriales completas. Esto
puede deberse a que estos sitios que son seleccionados por ventajas
adaptativas acarrean a los sitios adyacentes, en este caso toda la
molécula mitocondrial, por lo que la historia de toda la molécula
mitocondrial refleja la historia de los sitios adaptativos.

10. Perspectivas

Para continuar con los resultados obtenidos en este trabajo, se sugiere
la busqueda de genes nucleares cuya funcion se encuentra ligada a las
funciones mitocondriales. La historia evolutiva de estos genes
nucleares puede ser similar a la historia mitocondrial. Se ha visto en
analisis exploratorios que existen genes nucleares que comparten la
topologia filogenética mitocondrial.

El clado de los neméatodos es conocido por su amplia distribucion
y el amplio espectro de historias de vida e interaccion que forma de

manera global con diversos grupos animales. Por lo que estan sujetos
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a un diferencial de presiones selectivas, asi como de dinamicas
poblacionales. Como continuacion, se podria recomendar la busqueda
de sefales de seleccion dentro del grupo de neméatodos en aquellos

grupos que presentan procesos de divergencia y especiacion rapida.
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