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RESUMEN

Uno de los objetivos fundamentales de la biologia evolutiva, es entender cémo las
diferentes fuerzas evolutivas, tales como la mutacién, deriva génica y seleccion
natural afectan la diversidad genética de las poblaciones. En este campo, la teoria
neutral de la evoluciéon molecular ha jugado un papel central, ya que provee de bases
tedricas para entender la variacion genética. La accion de la seleccién natural altera
los patrones de la diversidad genética con respecto a lo esperado bajo neutralidad,
dando como resultado distribuciones sesgadas de las frecuencias alélicas, niveles de
diversidad genética mas altos o bajos de lo esperado y regiones genémicas que

evolucionan a tasas contrastantes.

Partiendo de lo anterior se han desarrollado diversas pruebas estadisticas que utilizan
las predicciones de la teoria neutral como modelo nulo para demostrar la ocurrencia
de seleccién natural a lo largo de los genomas de las especies. Entre estas pruebas, son
de particular interés aquellas que permiten estudiar la seleccién en un contexto
filogenético, ya que con ellas es posible ubicar los eventos selectivos en ramas
particulares dentro de una filogenia y por lo tanto, localizarlos en el tiempo y

asociarlos con eventos evolutivos importantes, como la especiacion.

Las coniferas representan buenos modelos para estudios de selecciéon natural, ya que
generalmente tienen grandes tamafios poblacionales efectivos, con poca
diferenciacién y alta diversidad genética, lo cual facilita la accién de la seleccion
natural. El género Abies es el segundo mas grande de la familia Pinaceae, y son
componentes principales de los bosques templados de gran altitud y de las regiones
boreales del hemisferio norte. Al igual que otras coniferas y especies de regiones
templadas, las especies de Abies han experimentado grandes cambios ambientales y
de distribucién, tales como migraciones, expansiones y contracciones poblacionales
asociados a sucesivos periodos de calentamiento y enfriamiento globales; por esto es
de esperar que hayan estado sujetos a eventos selectivos que hayan dado luagar a
adaptaciones a diferentes condiciones ambientales durante y después de sus procesos

de especiacion.



En este trabajo se evaluaron los patrones de variaciéon y divergencia de 23 genes
nucleares en diferentes especies del género Abies con el objetivo de detectar eventos
de seleccion positiva en puntos especificos de la historia evolutiva del género. Para
esto, se implementaron pruebas de neutralidad a nivel filogenético mediante la

reconstruccion de una filogenia parcial.

Se detectaron sefiales de seleccién negativa en al menos el 47% de los genes
analizados, lo cual probablemente estd relacionado con el sesgo hacia genes
conservados que fueron analizados en este estudio. En uno de los genes se encontr6
evidencia de seleccién no direccional actuando en todo el género (DCL1), asi como dos
posibles candidatos mads, con evidencias de seleccién direccional (CDPK6) y no
direccional (0_8531_01) en ramas particulares de la filogenia. Estos resultados
sugieren que a nivel filogenético, la selecciéon natural ha estado actuando sobre genes
asociados con la regulacion de eventos del desarrollo, la fenologia y con la respuesta a
diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico, ya que los genes encontrados como
sujetos de seleccidn positiva estan relacionados con estas funciones. Adicionalmente,
se reforzo6 la necesidad de generar una mayor disponibilidad de recursos genéticos
para especies no modelo como las coniferas del género Abies, lo cual permitira no solo
entender mejor sus procesos evolutivos, si no también mejorar las estrategias de

conservaciéon a implementar.

Palabras clave: seleccion natural, pruebas de neutralidad, adaptacidén, filogenia,

Abies, genes nucleares.



INTRODUCCION

1. Variacion genética y la teoria neutral

Uno de los objetivos fundamentales de la biologia evolutiva es entender como las
diferentes fuerzas evolutivas afectan la diversidad genética de las poblaciones. En este
campo, la teoria neutral de la evolucion ha jugado un papel central, ya que provee las
bases teoricas para entender la variacién genética (Kimura, 1991). Originalmente
propuesta por Kimura, (1968), esta teoria se basé en diferentes propiedades de la
evolucion a nivel molecular, como la tasa aproximadamente constante con la que
ocurren las mutaciones y la naturaleza conservadora de las mismas (regiones
conservadas que evolucionan con restriccion o mas lentamente que otras), asi como
los descubrimientos sobre los niveles de diversidad molecular mucho mas altos de lo
esperado bajo los modelos de seleccion hasta entonces predominantes (Kimura, 1991;
Nei, 2005; Nei, Suzuki, & Nozawa, 2010). De manera general, la teoria neutral postula
que la gran mayoria de los cambios evolutivos a nivel molecular ocurren debido a la
fijacién aleatoria de variantes génicas neutrales, por efecto de la deriva génica, y a la
entrada constante de nuevas variantes, producto de la mutaciéon (Kimura, 1991). La
teoria neutral también admite la existencia de una gran cantidad de mutaciones
deletéreas, las cuales son eliminadas de la poblacién por medio de seleccién natural,
asi como la ocurrencia de una pequefia porcién de mutaciones ventajosas que

eventualmente pueden llegar a fijarse por seleccion positiva (Nei et al., 2010).

La neutralidad depende de si los cambios en las frecuencias alélicas estan
determinados principalmente por deriva génica. Entonces, si el coeficiente de
seleccidn, s, es la diferencia selectiva entre dos alelos y ademas s < 1/(2Ne), siendo
Ne el tamafio poblacional efectivo, podemos decir que los alelos son neutrales entre
si. Esto implica que el caracter neutral, ventajoso o deletéreo de un alelo, depende del

tamafo poblacional efectivo (Hedrick, 2005).

Si los cambios en las frecuencias alélicas estan determinados por la deriva y la

mutacién (neutralidad), entonces la tasa de sustituciéon nucleotidica (k) estaria



determinada por la tasa de mutacién u en una poblacién de tamano 2Ne. En ésta, y
bajo un modelo de mutacién de sitios inifinitos, el nimero esperado de mutantes por
generacion seria ZNeu. Como la probabilidad de fijacién de una mutaciéon nueva es
igual a 1/2Ne, la tasa de sustitucion alélica k seria igual al producto del ndmero de
mutaciones nuevas por su probabilidad de fijacion: k = 2Neu (Z—;e), de lo cual deriva
que k=p (Gillespie, 2010). Entonces, la teoria neutral predice que para mutaciones
neutrales, la tasa de sustitucién nucleotidica sera igual a la tasa de mutacién en ese
locus (Kimura, 1991). Es importante resaltar la independencia entre la tasa de
sustitucion y el tamafio poblacional efectivo. Esto ocurre debido a que en poblaciones
mas pequeias, hay menos mutantes, es decir, el valor de 2Neu es menor, pero la
frecuencia inicial de los alelos mutantes es mayor, lo cual aumenta su probabilidad de

fijacién (Hedrick, 2005).
Cuando existe un equilibrio entre las variantes introducidas por mutacién y las

. . . L 0
eliminadas por deriva, se alcanza un nivel de heterocigosis dado por H = o1’ donde

0 = 4Nepu. De acuerdo con esto, la teorfa neutral predice que cualquier incremento en
la tasa de mutacion u o en el tamafio poblacional efectivo Ne, resultard en un aumento
en la variacién genética de las poblaciones. Esto ha sido demostrado en estudios con
microsatélites y alozimas; los primeros tienen simultaneamente tasas de mutacién y
heterocigosis mas altas que otros marcadores, mientras que para las segundas existe
una correlacion entre la heterocigosis y el tamafio poblacional efectivo (Hedrick,

2005), tal como se predice con esta féormula.

Al comparar las predicciones sobre las tasas de sustitucién y la variabilidad
intraespecifica, puede derivarse una tercera predicciéon: que aquellas regiones que
acumulan mas variacién a través del tiempo deberian presentar mayores niveles de
polimorfismo intraespecifico (Kimura, 1991). Dicho de otra manera, deberia existir
una correlacion positiva entre el nivel de divergencia de las secuencias y su nivel de
variacién intraespecifica. Esta predicciéon ha sido apoyada por el hecho de que los
sitios sindbnimos son mas polimérficos y presentan mayores tasas evolutivas que los

sitios no sindnimos. Igualmente, otros estudios han revelado una fuerte correlacion



entre la distancia genética y la heterocigosis en proteinas de diversos vertebrados e

invertebrados, apoyando esta prediccion (Hahn, 2008; Kimura, 1991).

2. Seleccion natural a nivel molecular

La seleccion natural puede ser definida como cualquier diferencia consistente en
cuanto a supervivencia y éxito reproductivo entre entidades bioldgicas
fenotipicamente distintas (Futuyma, 2013). De acuerdo con esta definicion, cualquier
caracter que aumente la probabilidad de supervivencia y reproduccion de un
organismo tiene mayores probabilidades de pasar a las siguientes generaciones y por
lo tanto de aumentar su frecuencia en la poblacién. A nivel molecular, esto se refiere a
la propagacion diferencial no aleatoria de un alelo como consecuencia de su efecto

fenotipico (Vitti, Grossman, & Sabeti, 2013).

La seleccion natural puede actuar de diversas maneras. Por un lado, puede favorecer
un alelo y promover su fijacion, en cuyo caso se trata de seleccion direccional positiva.
En caso contrario, puede actuar en contra de un alelo para eliminarlo de la poblacién,
lo cual se conoce como seleccién negativa. En otros casos, la seleccién puede mantener
diversos alelos con frecuencias intermedias, lo cual se conoce como seleccién
balanceadora (o de manera mas general, seleccién no direccional); esta ocurre debido
a fendbmenos como la ventaja de los heter6cigos (sobredominancia), por seleccién en
ambientes heterogéneos (Gillespie, 2009), por seleccion dependiente de la frecuencia

(Vitti et al., 2013) o por fluctuaciones temporales de las condiciones ambientales.

2.1 Efectos de la seleccion natural a nivel molecular
Espectro de las frecuencias alélicas, desequilibrio de ligamiento y hitchhiking

El espectro de frecuencias es una forma de computar el nimero de mutaciones que
existen en una determinada frecuencia a lo largo de una secuencia de DNA en una
poblacién; es decir, es un resumen de las frecuencias alélicas de las diferentes

mutaciones dentro de una poblacién (Nielsen, 2005). Bajo neutralidad, se espera que
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la mayoria de las mutaciones se encuentren con frecuencias bajas, mientras que las
mutaciones de alta frecuencia deberian ser raras (Nielsen & Slatkin, 2013). Bajo los
efectos de la seleccion negativa, las mutaciones tienden a segregar con bajas
frecuencias y por lo tanto, el espectro estara sesgado hacia un exceso de este tipo de
variantes. Por otro lado, la seleccion positiva provoca que las mutaciones aumenten su
frecuencia, lo cual causa que el espectro de frecuencias se sesgue hacia mutaciones de
frecuencias altas. En este caso, es importante considerar los efectos del desequilibrio
de ligamiento (LD) y el hitchiking genético. El primero es una asociacién no aleatoria
entre alelos de diferentes loci, el cual aumenta durante el proceso selectivo en las
regiones que estan sujetas a seleccion (Nielsen, 2005). Una vez terminado el evento de
seleccidn, el LD se observa en los sitios aledafios a la region seleccionada. El hitchiking
genético se define por su parte como el cambio en las frecuencias de los alelos
neutrales debido a una asociacién con alelos que estan sujetos a seleccion (Hedrick,
2005). Estos fenémenos generan un patréon de barrido selectivo, en el cual los sitios
ligados a los sitios seleccionados positivamente aumentaran su frecuencia junto a
estos ultimos, mientras que los sitios no ligados, tenderan a disminuir su frecuencia.
Esto causara que el espectro de frecuencias esté sesgado hacia un exceso de variantes
de alta y baja frecuencia, mientras que las variantes con frecuencias intermedias seran
muy pocas. Finalmente, la seleccién balanceadora tendria el efecto opuesto,
promoviendo un exceso de variantes de frecuencia intermedia, ya que los sitios

ligados se mantendrian junto con los sitios seleccionados (Nielsen & Slatkin, 2013).

Probabilidad de fijacién y tasas de sustitucion de los nuevos alelos

Cuando la seleccion natural actia favoreciendo a un alelo, aumentan sus
probabilidades de fijacién. Para un alelo 4 sujeto a seleccién positiva, la probabilidad

de fijacion u, con un coeficiente de seleccion s es:

1—e7 28
uls, N) =15

Para una N determinada, podemos encontrar tres rangos de intensidad de la seleccién.

Mientras s aumenta, u se vuelve aproximadamente igual a 2s, y cuando u = 2Zs, se trata
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de una mutacién altamente ventajosa, en cuyo caso, ZNs > 1, y el destino de esa
mutaciéon estd determinado principalmente por la selecciéon. Si la seleccion es mas
débil, -1< 2ZNs <1, el comportamiento del alelo sera muy parecido al de una variante
neutral. Hablamos entonces de mutaciones casi neutrales y la seleccion sera un factor
importante en el comportamiento del alelo, pero también estard involucrado el
tamafo poblacional y por lo tanto la deriva génica. Finalmente, cuando 2ZNs < -1, la
mutacién es altamente deletérea y su probabilidad de fijaciéon disminuye rapidamente

mientras s se vuelve mas negativa (Nielsen & Slatkin, 2013).

Al estar involucrado un coeficiente de seleccidn, la tasa de sustitucion para los alelos
nuevos también cambia. En este caso, al igual que para las mutaciones neutrales, se
considera el nimero de mutantes que aparecen en cada generacién, ZNpu, y la
probabilidad de fijacién de estas nuevas variantes considerando ahora su coeficiente
de seleccion asociado, u(s, N), entonces: k(s, N) = 2ZNuu(s, N) (Gillespie, 1998). De
acuerdo con esta ecuacion, u(s, N) > 1/2N si s>0y u(s, N) <1/2N si s<0; por lo tanto,
los alelos ventajosos seran sustituidos a una tasa mas alta que los alelos neutrales en
una misma poblacién, mientras que los alelos desventajosos seran sustituidos a tasas
mas bajas, siendo la tasa de sustitucién para los alelos altamente deletéreos

esencialmente igual a 0 (Nielsen & Slatkin, 2013).

2.2 Diferenciacién y divergencia

Cuando las especies estan divididas en poblaciones, o cuando el proceso de
especiacion es incipiente, los niveles de variacién genética en las poblaciones pueden

verse afectados de manera diferencial si ocurre seleccién natural.

Por un lado, la selecciéon puede actuar de manera contrastante en dos poblaciones
diferentes, promoviendo diferencias a largo plazo en las frecuencias alélicas de cada
una y por lo tanto, afectando también los niveles de divergencia entre ellas en los loci
seleccionados. Por otro lado, la seleccién positiva puede aumentar las diferencias en
las frecuencias alélicas entre poblaciones durante un breve periodo de tiempo, en el

cual la frecuencia del alelo seleccionado es mayor en la poblacién en la que se originé.
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Sin embargo, es importante considerar que la selecciéon positiva también puede
homogeneizar las frecuencias entre poblaciones, por ejemplo, cuando el mismo tipo

de seleccién balanceadora actia sobre ellas (Nielsen & Slatkin, 2013).

La seleccion también puede modificar los patrones de variacién y los niveles de
divergencia en diferentes regiones gendémicas, debido a que esta actia de manera
diferente dependiendo de si se trata, por ejemplo, de regiones codificantes o no
codificantes, regiones constreilidas (proteinas cuya funcion se puede ver
comprometida si cambian los aminoacidos que las componen) o no constrefiidas
funcionalmente, etc. Asi, pueden observarse diferentes regiones gendmicas que

evolucionan con tasas contrastantes (Biswas & Akey, 2006).

3. Pruebas de neutralidad

Uno de los principales aportes de la teoria neutral es que sus predicciones sobre la
distribucién de las frecuencias alélicas en las poblaciones y sobre la variacién genética
dentro y entre las especies son lo suficientemente simples para ser derivadas
matematicamente y ser probadas mediante experimentos y observaciones (Kimura,
1991; Nei, 2005). Se han desarrollado diversas pruebas estadisticas que buscan
demostrar la existencia de seleccion natural a lo largo de los genomas de las especies.
Estas utilizan las predicciones de la teoria neutral como modelo nulo y sugieren
seleccidn cuando estas no se cumplen. Estas pruebas han sido utilizadas ampliamente
para reportar la ocurrencia de seleccién en los genomas de diferentes especies (Nei et
al, 2010). De manera general, podemos clasificar estas pruebas estadisticas en
aquellas que usan datos de polimorfismos, las que usan datos de divergencia entre
secuencias y las que combinan informacién de ambos tipos (Jensen, Wong, & Aquadro,

2007).
3.1 Pruebas basadas en polimorfismos

La mayoria de estas pruebas, asumen modelos en los que la variaciéon observada es

selectivamente neutral y que la poblacién estd en equilibrio, mientras que otras

13



pruebas de este tipo consideran los modelos de hitchiking, basados en los patrones de

variacién molecular previamente sefialados para este fendmeno (Jensen et al., 2007).

Para datos de variaciéon nucleotidica, la prueba mas comun es la D de Tajima. Esta
prueba compara dos estimadores del pardmetro 6. El primero, es el estimador de
Watterson (Ow), que se basa en el nimero de sitios segregantes. El segundo es el
estimador de Tajima (@7), que utiliza el nimero promedio de diferencias nucleotidicas
entre pares de secuencias, de tal forma que:

_ n-114 /; _ X <) dij

Donde n es el nimero de cromosoma muestreados, S el nimero de sitios segregantes
y djjes el nimero de diferencias nucleotidicas entre las secuencias i y j. La prueba de

Tajima, compara los valores de estos parametros de la siguiente manera:

Or — By

VV(Or —0y)

D=

Donde Vrepresenta la varianza. Bajo neutralidad, se espera que estos dos estimadores
sean iguales y por la tanto que D sea aproximadamente igual a cero. Cuando sus
valores son significativamente diferentes entre si, el modelo neutral es rechazado. De
esta forma, un barrido selectivo deja un exceso de variantes de alta y baja frecuencia,
lo que se traduce en un mayor efecto sobre ®w que sobre @1, dando como resultado un
valor negativo de D. Por otro lado, cuando existe seleccién balanceadora, los valores
de D son significativamente positivos, ya que hay un exceso de variantes de frecuencia
intermedia que aumenta los valores de @t (Nielsen & Slatkin, 2013). Adicionalmente,
se han desarrollado otras pruebas basadas en estadisticos ligeramente diferentes,
tales como la F de Fu y Li (Fu & Li, 1993) y la H de Fay y Wu (Fay & Wu, 2000). Esta
ultima prueba, compara el nimero de diferencias entre pares de individuos con el
numero de individuos que son homocigos para el alelo derivado; cuando se obtienen
valores pequefios de H se infiere un exceso de alelos de alta frecuencia, y por lo tanto

evidencia de seleccion positiva (Vitti et al., 2013).
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Estas pruebas se han aplicado para probar desviaciones de la neutralidad, sin
embargo algunos estudios han demostrado que estos estadisticos también son
susceptibles a eventos demograficos como los cuellos de botella y la estructura
poblacional, los cuales producen valores similares a los de la seleccion. Por lo tanto, es
posible que estas pruebas tengan menos poder cuando se prueban modelos comunes
de seleccion que modelos que consideran eventos demograficos (Nielsen, 2001). En
pruebas como a D de Tajima, los eventos demograficos pueden distinguirse de los de
seleccion ya que los patrones dejados por los primeros son homogéneos a nivel

gendmico, mientras que los segundos ocurren en loci especificos.

3.2 Pruebas basadas en divergencia

Estos métodos permiten utilizar datos de diferentes especies y pueden utilizarse para
detectar seleccion en genes especificos o a nivel genémico. Generalmente suponen que
existen regiones que evolucionan con poca o ninguna restriccién e infieren seleccion
positiva cuando una regién evoluciona mas rapido que las regiones no constrefiidas.
Para regiones codificantes, las pruebas consideran que una comparacion entre la tasa
de sustituciones no sinénimas (dn) y sinénimas (ds) proveen de una buena medida de
la fuerza y el tipo de seleccién que actia sobre las secuencias (Jensen et al., 2007).
Bajo neutralidad, se espera que el coeficiente dn/ds sea igual a uno. Cuando existe
seleccidon negativa este deberia ser menor que uno y bajo seleccién positiva, mayor

que uno.

Sin embargo, para la mayoria de los genes, el coeficiente dn/ds promedio entre todos
los sitios es menor que uno, ya que la mayoria de las mutaciones no sinénimas son
deletéreas. Sin embargo, es posible que si un ndmero suficiente de mutaciones es
afectada por seleccion positiva, el coeficiente dn/ds de en esa regién sea igual a 1. Por
otro lado, si la seleccién actia solo sobre una misma mutacién o si afecta a regiones no
codificantes, estos métodos no tienen poder de detectar selecciéon (Nielsen & Slatkin,

2013).
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3.3 Métodos combinados

Este tipo de pruebas utilizan informacién tanto de variacién intraespecifica como de
divergencia entre especies. Una de las primeras pruebas de este tipo es la de HKA
(Hudson, Kreitman, & Aguadé, 1987). Esta utiliza la correlacién predicha por la teoria
neutral entre la variaciéon intrapoblacional y la divergencia interespecifica. Para
realizarla es necesario contar con informacién de dos regiones genémicas diferentes
de dos o mas especies, de tal forma que se posea informacién tanto de variacién como
de divergencia (Hedrick, 2005). Si la tasa de sustituciéon entre especies es igual a la
tasa de mutaciéon u, el nimero de diferencias fijas entre especies es igual a 2Tu; donde
T es el tiempo de divergencia de las especies medido en nimero de generaciones. Si
consideramos la variaciéon poblacional ancestral, tenemos 2Tu+4Nu, de tal forma que
el nimero esperado de mutaciones dentro y entre especies es proporcional a la tasa
de mutacion; asi, el coeficiente entre mutaciones esperadas dentro y entre especies
depende del tamafio poblacional efectivo, del tiempo de divergencia y del valor de ©
para cada gen (Nielsen & Slatkin, 2013; Hedrick, 2005). Para datos de varios loci, con
un mismo tamafio de muestra, el nimero de diferencias fijas entre especies (F)
deberia ser igual al nimero de diferencias segregantes dentro de cada especie (S); de
tal forma que E(S1)/E(F1) = E(Sz)/E(Fz). Cuando estos coeficientes son
significativamente diferentes, puede indicar seleccién natural. Por ejemplo, un
coeficiente S/F pequefio, indicaria un barrido selectivo que ha eliminado la variaciéon
intraespecifica alrededor de un sitio seleccionado con respecto al numero de
mutaciones fijas entre especies, mientras que un coeficiente S/F grande, podria
suponer que se han manteniendo niveles de mutaciones segregantes en mayor
numero que las mutaciones fijas entre especies a través de selecciéon balanceadora

(Nielsen & Slatkin, 2013; Vitti et al, 2013).

Otra prueba que considera la variacién intraespecifica y la divergencia entre especies
es la prueba MK (McDonald & Kreitman, 1991). Esta se basa en los mismos principios
que la prueba HKA, pero considera dos clases de mutaciones: las sinénimas y las no
sinénimas. Bajo neutralidad, se espera que el coeficiente entre variantes no sindnimas

y sinénimas fijas entre especies (Fny Fs) sea igual al coeficiente de variantes no
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sinénimas y sinénimas que segregan (Sn y Ss) dentro de las especies. En ambos casos,
el cociente estara determinado por la diferencia en la tasa de mutacién entre los sitios
sinébnimos y no sinénimos. De acuerdo con esto, tendriamos que E(Sn)/E(Ss) =
E(Fn)/E(Fs); y de manera similar E(Sn)/E(Fn) = E(Ss)/E(Fs) (Hedrick, 2005; Nielsen &
Slatkin, 2013). Cuando el coeficiente entre especies es mayor que el coeficiente dentro
de especies, la hipdtesis de neutralidad puede ser rechazada e indicar seleccion
positiva, mientras que si el coeficiente entre especies es menor que el intraespecifico,
puede tratarse de seleccién balanceadora o de un exceso de variantes ligeramente
deletéreas que se encuentran bajo selecciéon negativa débil dentro de alguna de las
especies (Vitti et al, 2013). Debido a que esta prueba considera los patrones de
variacién y divergencia dentro de la misma regién gendmica, se considera que es

estadisticamente mas poderosa que la prueba HKA (Hedrick, 2010).

4. Extensiones de las pruebas de neutralidad: métodos filogenéticos

Para algunas de las pruebas anteriores se han desarrollado variantes que permiten
estudiar la seleccion en un contexto filogenético. Estas son de particular interés, ya
que con ellas es posible ubicar los eventos selectivos en ramas particulares dentro de
una filogenia y por lo tanto, localizarlos en el tiempo y asociarlos con eventos
evolutivos importantes, como la especiacion (Palmé, Pyhdjarvi, Wachowiak, &

Savolainen, 2009).

4.1 “Relative Rate Ratio” test

Este método fue desarrollado por Creevey y Mclnerney (Creevey & Mclnerney, 2002).
A partir de una base de datos multiespecifica se construye una filogenia enraizada con
un grupo externo para polarizar los datos. Posteriormente se reconstruyen las
secuencias ancestrales hipotéticas para cada rama interna mediante un método de
parsimonia. Luego, se toman en cuenta las sustituciones que han ocurrido a lo largo de
la filogenia, considerando la secuencia en cada rama interna y las secuencias de los

grupos derivados de ese ancestro y se determina si se trata de sustituciones
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sinébnimas o no sinénimas. Con esto se producen cuatro valores correspondientes al
tipo de mutacion: RI 'y RV son sustituciones de reemplazo (no sinénimas) invariables y
variables, respectivamente; mientras que SI y SV corresponden a sustituciones
silenciosas (sinénimas) invariables y variables. Por sustitucion invariable se entiende
a aquellos cambios que una vez ocurridos, se mantienen en todos los linajes
descendientes, mientras que las sustituciones variables son aquellas que cambian en
solo algunos de los linajes descendientes. Posteriormente se comparan los
coeficientes SI/SV y RI/RV, mediante un G-test o una prueba exacta de Fisher. Bajo
neutralidad se espera que ambos coeficientes sean iguales, de lo contrario puede
inferirse seleccién. Bajo seleccion direccional se espera que las mutaciones ventajosas
ocurran y se mantengan invariables a una tasa mayor que la esperada bajo
neutralidad, en cuyo caso el valor de RI sera mayor. Por otro lado, bajo seleccién no
direccional, las mutaciones ventajosas ocurrirdn y se mantendran variables a una tasa
mas alta, en cuyo caso los valores de RV seran mas altos (Creevey & Mclnerney, 2002).
Como se mencion6 previamente, los valores para los cuatro tipos de mutaciones, asi
como sus coeficientes, son calculados para cada secuencia ancestral y sus secuencias
derivadas inmediatas; por lo cual, ésta prueba permite detectar los eventos de
seleccién en ramas particulares de la filogenia y asociar los eventos selectivos y

evolutivos.

4.2 Modelos evolutivos por codones

Son métodos estadisticos para hacer inferencias sobre coeficientes dn/ds (w)
mediante modelos especificos (Goldman & Yangf, 1994). Estos se caracterizan por que
consideran como unidad evolutiva al codén y no al nucledtido. El modelo
generalmente usado no considera las diferencias quimicas entre los nucleétidos, por
lo cual utiliza el mismo coeficiente, w, para todas las sustituciones no sinénimas. Como
se menciond anteriormente, el promedio de w de todos los sitios dificilmente es
superior a 1, debido a la acciéon de la seleccién negativa sobre la mayoria de las

sustituciones no sindénimas; por lo cual estos modelos han buscado resolver este
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problema mediante la deteccién de seleccidn natural sobre linajes especificos de una

filogenia o sobre sitios (codones) especificos dentro de una secuencia (Yang, 2007).

Los modelos por rama buscan utilizar diferentes coeficientes w para diferentes ramas
de una filogenia; esto permite detectar seleccion sobre ellas sin necesidad de
promediar los valores de w a lo largo de la misma (Yang, 1998). El modelo por rama
mas sencillo supone un solo valor de w para toda la filogenia, mientras que el mas
general o “modelo libre” puede llegar a tener tantos valores de w como ramas tenga la
filogenia. Este ultimo es rico en pardmetros y por lo tanto se recomienda su uso en
filogenias con pocas ramas. También existe una gama de modelos intermedios que
han sido implementados en el programa PAML (Yang, 2007) para facilitar su calculo
(Yang, 1998). Por ejemplo, el modelo de dos coeficientes supone que ciertas ramas de
interés (previamente identificadas) tienen un parametro w1 distinto del parametro wo
o de fondo; mientras que el modelo de tres coeficientes permite que dos ramas de
interés tengan un coeficiente w diferente del de fondo y diferentes entre si (Yang,
1998). Posteriormente, estos modelos pueden compararse mediante pruebas de
verosimilitud para probar hipétesis. Por ejemplo, al comparar el modelo de un solo
coeficiente contra el modelo libre, puede detectarse heterogeneidad en los valores de
w entre ramas, lo cual podria ser causado por seleccién positiva. Al comparar los
valores de w entre el modelo de un coeficiente y el de dos, puede detectarse si las
ramas de interés tiene un valor significativamente diferente del resto, lo cual examina
directamente la posibilidad de que la selecciéon haya actuado sobre linajes especificos

(Yang, 1998).

Por otro lado, existen los modelos por sitios. Estos consideran el valor de w para cada
coddén como una variable aleatoria dentro de una distribucién estadistica. Por lo tanto,
permite diferentes valores del parametro entre los codones de una secuencia y se
detecta un sitio sujeto a seleccién positiva cuando w > 1. Al igual que los modelos por
ramas, diferentes modelos pueden probarse mediante pruebas de verosimilitud. Se ha
sugerido que dos pares de modelos son particularmente efectivos: un modelo neutro
(M1a) contra un modelo de seleccién (M2a) y un modelo M7 (beta) contra un modelo

M8 (beta+w) (Yang, 2007).
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El modelo neutral supone dos categorias de sitios, los neutrales, cuyas sustituciones
no sindénimas tienen un coeficiente w igual a 1, y los conservados, para los cuales las
sustituciones no sinénimas son deletéreas y eliminadas por seleccién y solo las
sustituciones sindnimas son permitidas, por lo tanto, w = 0. Los parametros de este
modelo incluyen la longitud de las ramas de la filogenia (t), el coeficiente de
transiciones /transversiones (k) y las proporciones de las dos categorias de sitios (p1
+ p2). El modelo de seleccion, agrega una categoria extra de sitios seleccionados

positivamente, los cuales tiene un valor de w mayor que 1 (Nielsen & Yang, 1998).

Los modelos M7 y M8, consideran los mismos tres pardmetros generales que el
modelo MO, pero implementan de diferentes formas la distribucién de los valores de
w que pueden ocurrir en datos reales. El modelo M7 utiliza una distribucién beta, la
cual puede tomar distintas formas para considerar la heterogeneidad de los valores de
w a través de los diferentes sitios, pero sin que existan sitios seleccionados
positivamente (w>1). El modelo M8 considera una proporcion de sitios muestreados a
partir de la distribucién beta y una proporcién de sitios con el mismo valor de w, lo
cual puede ser util para detectar sitios seleccionados positivamente (Yang, Nielsen &

Goldman, 2000).

Estas pruebas basadas en determinar si w es igual o mayor que cero proveen
evidencia directa de la ocurrencia de seleccién natural. Sin embargo, poseen
limitaciones, como no considerar la ocurrencia de recombinacién. Por esto, pueden no

ser adecuadas en algunos casos para datos intraespecificos (Nielsen, 2001).

5. Aspectos evolutivos y adaptativos de las coniferas
5.1 Caracteristicas que permiten estudiar la seleccion

Las coniferas son un buen modelo para los estudios de seleccion, ya que poseen
caracteristicas particulares que determinan su evoluciéon y adaptabilidad. Son
organismos longevos que requieren de un buen nivel de plasticidad fenotipica para
acoplarse a las condiciones ambientales cambiantes (Parent et al., 2015). Estas ain

forman poblaciones naturales con altos niveles de variaciéon genética, en las cuales la
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seleccidn natural es mas efectiva. Sus poblaciones generalmente son grandes y estan
conectadas por un flujo génico extenso. Todo esto propicia la acciéon de la seleccion
natural y facilita la distincién de los eventos selectivos y los procesos estocasticos que
han actuado a lo largo de su historia evolutiva (Buschiazzo, Ritland, Bohlmann, &
Ritland, 2012; Neale & Kremer, 2011). Las tasas de diversificacion de las coniferas son
generalmente bajas, lo cual podria reflejar que han ocurrido menos eventos de cuello
de botella asociados a especiacién y por lo tanto menores niveles de variacion
interpoblacional (Buschiazzo et al., 2012). Esto a su vez puede promover que ocurran

eventos de adaptacion local en las poblaciones a lo largo de su rango de distribucién.

Las coniferas habitan una gran variedad de ambientes. Generalmente se les asocia con
regiones templadas, como los bosques boreales del hemisferio norte y locaciones de
alta montafia; sin embargo, también se les puede encontrar en bosques subtropicales
siempre verdes, asi como en poblaciones a nivel del mar. En general su distribucion
actual presenta un patrén espacial de clina, a través de los diferentes tipos de
ambientes en los que habitan (Parent et al, 2015; Aravanopoulos et al, 2015). Los
caracteres fenotipicos en coniferas, como el tiempo de crecimiento y la tolerancia al
frio, se ajustan también a este patrén de variacion clinal, lo cual facilita los estudios y
la inferencia de la seleccién (Savolainen & Pyhajarvi, 2007). Ademas, las coniferas han
presentado a lo largo de su historia una serie de contracciones y expansiones
poblacionales, asi como grandes eventos migratorios asociados a los diferentes ciclos
glaciales; esta historia evolutiva es facilmente rastreable gracias al rico registro fésil
(Aravanopoulos et al, 2015; Neale & Kremer, 2011). Los genomas de organismos
longevos, como las coniferas, retienen los efectos de estos eventos demograficos por
mas tiempo, pero en contraste, la seleccién natural tiene mayores efectos en sus
poblaciones grandes. Con sus bajos niveles de diferenciacién poblacional y bajos
niveles de desequilibrio de ligamiento, es mas facil detectar los efectos de la seleccion
natural que en organismos con historia y estructura poblacional mas complejas

(Savolainen & Pyhdjarvi, 2007).

5.2 Evolucién molecular en coniferas y seleccién natural
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En coniferas y otros arboles, la tasa de evoluciéon neutral es generalmente baja.
Comparada con los estimados de sustituciones sindnimas de 1.5x10-8 sustituciones
sinénimas por aflo en Arabidopsis, 1a tasa neutral en Populus es de solo una sexta parte
de la misma, mientras que en Pinus se encontraron tasas relativamente mas altas
(Savolainen & Pyhdjarvi, 2007; Willyard, Syring, Gernandt, Liston, & Cronn, 2007). Por
otro lado, otro estudio revela que en las en coniferas, los niveles de desequilibrio de
ligamiento (LD) decaen rapidamente con la distancia, lo cual puede deberse a los altos
niveles de entrecruzamiento y recombinacién a nivel genémico que presentan estos

organismos (Neale & Kremer, 2011).

Debido a las caracteristicas poblacionales de las coniferas, esperariamos altos niveles
de diversidad en poblaciones en equilibrio. Sin embargo, los estimados de diversidad
para estas especies se encuentran en el mismo nivel que las de otras especies de
arboles, incluyendo angiospermas y en general son mas bajos que los de plantas no
arboreas. Esto sugiere dos cosas: que las poblaciones de coniferas no se encuentran
actualmente en equilibrio (no han recuperado sus niveles de diversidad genética
después de los eventos migratorios y demograficos que han experimentado) o que
existen otras fuerzas afectando su diversidad genética, como la seleccion natural
(Savolainen & Pyhajarvi, 2007). Se ha observado que las grandes poblaciones de
coniferas y otros arboles poseen distribuciones alélicas bastante uniformes. Por
ejemplo, en especies europeas de Pinus y Populus, la mayoria de la diversidad
nucleotidida se encuentra dentro de las poblaciones, mientras que menos del 5% se

encuentra entre poblaciones (Savolainen & Pyhdjarvi, 2007).

Diferentes estudios han detectado la existencia de casos de seleccién en estos
organismos. De 151 loci analizados en diferentes estudios, aproximadamente el 15%
ha sido reportado con alguna huella de seleccion natural (Savolainen & Pyhdjarvi,
2007). En Pseudotsuga menziesii se ha encontrado evidencia de barridos selectivos en
cuatro genes candidatos mediante pruebas basadas en diversidad, mientras que con
pruebas combinadas se han logrado detectar diferencias significativas entre los
niveles de divergencia y polimorfismo en al menos tres genes (Pm_CL61Contigl,

Pm_CL908Contigl, CN638556.1) asi como cuatro genes con evidencia de barridos
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selectivos detectados mediante una prueba compuesta DHEW, basada en la D de
Tajima, la H de Fay y Wu y la prueba de Ewens-Waterson (Eckert et al., 2009). Por
otro lado, en P. pinaster se encontr6 evidencia de selecciéon balanceadora y
diversificadora en genes “outliers” relacionados con la tolerancia a la desecacion
(Eveno et al., 2008). Otros estudios han buscado detectar seleccién natural por medio
de la asociacién de la variacién alélica con clinas y variantes geograficas y
ambientales. En P. taeda se han encontrado cinco genes asociados a una variacién
clinal de aridez (0-16169-01-216, 0-2179-01-216, 0-10240-01-410, 0-18281-01-345,
UMN-6195-01-397) asi como 24 genes con valores extremos de Fst , varios de los
cuales también presentan patrones de variacion a lo largo de su distribucion
geografica (Eckert et al., 2010); de manera similar, en Picea abies se encontré un
enriquecimiento de SNP’s en genes candidatos asociados a variacion latitudinal a lo
largo de su distribucién, lo cual sugiere que la selecciéon local en las diferentes
poblaciones actuales o selecciéon en la poblacién ancestral han sido las fuerzas que
moldearon esta clina (Chen et al., 2012). A nivel interespecifico, se han encontrado
genes sujetos a seleccion de manera especifica en una o varias especies de pinos, asi
como un gen (4-coumarate: CoA ligase) en el que la huella de seleccidon era comin a
ambas especies (Grivet et al., 2011); en este mismo estudio, se encontré que habia una
asociacién entre la variacion genética y la temperatura a lo largo del rango de
distribucién de estas especies. Finalmente, a nivel filogenético los resultados han sido
complementarios y reflejan distintos escenarios de seleccién. Por una lado, no se ha
encontrado un numero significativo de sustituciones fijas por seleccién en genes
nucleares a lo largo de una filogenia de Pinus, mientras que la mayor parte de las
sustituciones no sinénimas resultan ser deletéreas o moderadamente deletéreas,
sugirendo la accién de seleccion negativa o purificadora (Eckert et al., 2013). Por otro
lado, se ha encontrado principalmente evidencia de selecciéon negativa en 18 genes
nucleares a lo largo de otra filogenia de Pinus, sin embargo, en este mismo estudio
encontraron diferencias significativas en el coeficiente dn/ds entre la diferentes ramas
para el gen dhnl, presumiblemente en la rama que lleva a P. ponderosa, lo cual, entre
otros escenarios, puede ser evidencia de que la seleccién positiva ha estado afectando

a ese gen en esa rama en particular (Palmé et al., 2009).
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5.3 El género Abies

El género Abies es el segundo mas grande dentro de la familia Pinaceae. Comprende
48 especies, distribuidas en Asia, Norte y Centro América y en las regiones
mediterranea y alpina de Europa (Xiang, Xiang, Guo, & Zhang, 2009; Xiang et al,
2015). Los arboles de este género habitan ambientes diversos, incluyendo bosques
boreales y templados, hasta aquellos de las regiones montafiosas intertropicales
(Jaramillo-Correa et al., 2008). Diferentes estudios han confirmado la monofilia del
género, lo cual, aunado a la apariencia uniforme de las especies, complica la
clasificacion al interior del grupo (Eckenwalder, 2009); esto ha generado dos
principales esquemas de clasificacion: uno que considera dos subgéneros, Abies y
Pseudotorreya (Liu, 1971) y otro que divide las 48 especies en 10 secciones (Farjon &

Rushforth, 1989)

Otros procesos que complican la taxonomia del género incluyen la hibridacién y la
introgresion que resultan en una evolucién reticulada, y en una historia biogeografica
compleja. En este sentido, se ha encontrado evidencia para un escenario en el que el
origen del grupo es en alguna regiéon en el norte del Pacifico a partir de donde
ocurrieron diferentes eventos migratorios hacia el Sur y a través del estrecho de
Bering, lo cual explica la actual distribucién disyunta entre Norte América y Asia de la
Seccién Amabilis; también se ha sugerido un origen hibrido para la Seccién Balsamea,
distribuida en Norte América y el Noreste de Asia asi como un efecto de barrera para
el mar de Turgait durante las migraciones hacia el sur en el Eoceno tardio, lo cual
explicaria la distribucién disyunta entre los Abies asiaticos y los de la Europa
mediterranea (Xiang et al., 2015). Para las especies Mesoamericanas, se ha encontrado
que la diferenciacién genética en marcadores mitocondriales no se relaciona con la
taxonomia de las especies, mientras que los marcadores de cloroplasto reflejan mejor
las relaciones evolutivas de este grupo (Jaramillo-Correa et al., 2008); también se
encontro, que de las cuatro especies analizadas en este estudio, solo una tenia niveles
significativos de divergencia, mientras que el resto forman un grupo relativamente
homogéneo. Ademas, para este grupo, se ha sugerido que durante los periodos

glaciales han presentado distribuciones amplias y continuas, mientras que durante los
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periodos interglaciales (como el actual Holoceno) sus poblaciones se han fragmentado

y quedado aisladas en las regiones montafiosas altas.

El papel de la seleccién natural en este género ha sido poco estudiado. A partir de
datos de transcriptoma se ha logrado detectar 88 genes candidatos en A. alba,
relacionados con funciones como la sintesis de compuestos secundarios, la regulacion
del crecimiento, la respuesta al estrés y el transporte de agua entre otros (Roschanski,
Fady, Ziegenhagen, & Liepelt, 2013). De manera similar y también en A. alba, un
estudio de expresion diferencial de genes logré detectar 296 candidatos relacionados
con la respuesta al estrés hidrico. La mayoria de estos codifican proteinas ain no
caracterizadas y de los cuales, 247 estaba regulados positivamente y 49,
negativamente (Behringer, Zimmermann, Ziegenhagen, & Liepelt, 2015). Finalmente,
otro estudio en esta misma especie en localidades de los Alpes Franceses logré
detectar al menos ocho genes candidatos que presentaban patrones de seleccion a lo
largo de un gradiente de humedad durante el invierno y la primavera. Este patrén
también se reflejé en caracteres fenotipicos, ya que los individuos de estas mismas
localidades presentaron diferencias significativas en el tiempo de aparicion de brotes

y en la duracién del periodo de crecimiento (Roschanski et al., 2016).

Las caracteristicas antes citadas de las coniferas y en particular del género Abies,
resultan atractivas para continuar esta clase de estudios. Por un lado, la amplia
distribucién, variedad de ambientes que habitan, asi como los diferentes eventos
migratorios y demograficos que han experimentado, pueden promover la adaptacion
local a las diferentes condiciones ambientales. Por otro lado, los grandes tamafios
poblacionales que presentan estos organismos propician la accién de la seleccién
natural, mientras que el intenso flujo génico puede, en algunos casos, retrasar la
divergencia adaptativa de las poblaciones, pero en otros, promover la adaptacién al
introducir alelos ventajosos en otras poblaciones (Nosil, Funk, & Ortiz-Barrientos,

2009).
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Objetivos
General

* Detectar eventos de seleccién natural en genes nucleares en un contexto
filogenético en el género Abies.

Particulares

* Recopilar, identificar y evaluar la utilidad para estudios de evolucién molecular
de las secuencias genéticas disponibles para el género Abies en la base de datos
de GenBank.

* Identificar genes nucleares que se encuentren bajo diferentes tipos de
seleccidn natural (direccional, no direccional, negativa).

* Ubicar los eventos de seleccién en puntos especificos de la historia evolutiva
del género.
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Justificacion

La influencia humana sobre el clima de la tierra es cada vez mas evidente y
observaciones climaticas han probado la existencia de una tendencia hacia el
calentamiento: la temperatura global promedio ha incrementado 0.82C desde 1900
(Hansen et al., 2006). En un escenario de cambio climatico acelerado, investigar la
respuesta y los efectos del calentamiento sobre la biodiversidad se ha convertido en
uno de los campos mads activos de investigacion. En el nivel mas basico de la
biodiversidad, el efecto principal del cambio climatico es el de disminuir la diversidad
genética de las poblaciones, debido a la accién de la seleccion direccional y a las
migraciones rapidas que comprometen el funcionamiento y resiliencia de los
ecosistemas (Bellard, Bertelsmeier, Leadley, Thuiller, & Courchamp, 2012). En este
sentido, los arboles forestales son particularmente sensibles, ya que sus largos
tiempos generacionales no permiten una rapida adaptacién ante los cambios

climaticos tan drasticos que se estan presentando (Lindner et al., 2010).

La respuesta migratoria de las especies ante el cambio climatico puede ser la de seguir
a través del espacio las condiciones apropiadas para su supervivencia. La forma mas
comun de hacer esto es por medio de la dispersién, sin embargo, casos mas extremos
pueden llevar a la necesidad de ocupar otros habitats. Cambios latitudinales y
altitudinales ya han sido observados para mas de 1000 especies, y en general estos no
solo han implicado un desplazamiento, si no también una reduccién de su area de
distribucién, particularmente en especies polares y de alta montafia. En eventos
migratorios, la evolucién por selecciéon natural también llega a jugar un papel
importante, ya que si bien las especies se desplazan para buscar condiciones
climaticas 6ptimas, estas no necesariamente estaran bien adaptadas a otras variables,

tales como el fotoperiodo o nuevas interacciones biéticas (Bellard et al.,, 2012).

La otra manera en que las poblaciones pueden subsistir al cambio climatico es
mediante la adaptacidén a las nuevas condiciones ambientales dentro de su rango local,
la cual solo puede darse si existen niveles suficientes de variacién genética o de
plasticidad fenotipica. Las diferentes especies de coniferas han estado expuestas a lo

largo de su historia evolutiva a cambios climaticos a largo plazo y han mostrado
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capacidad para adaptarse a ellos. En términos genéticos, podemos entender el cambio
climatico como un cambio ambiental gradual y direccional que es esporadicamente
sacudido por eventos extremos, y las especies deben adaptarse a estos para
sobrevivir. En este aspecto, la selecciéon natural subyace a la adaptacién local, la cual
lleva a las poblaciones hacia niveles mas altos de adecuacion para acoplarse a los
cambios ambientales. Diversos casos de cambios continuos en las frecuencias alélicas
o en los valores de ciertos caracteres fenotipicos han sido reportados como resultado
de estudios en esta area. Por otro lado, la adaptacién local a nivel de especies puede
verse promovida por el flujo génico via el polen proveniente de poblaciones mejor
adaptadas a una condicién ambiental particular; particularmente en el caso de un
cambio hacia temperaturas mas altas, es probable que las poblaciones de latitudes
menores sean una fuente valiosa de polen para las poblaciones de latitudes mayores

(Lindner et al., 2010).

El éxito de las poblaciones actuales para adaptarse a las condiciones climaticas
cambiantes, dependera entonces de los niveles de variacion genética que presenten,
asi como de la tasa con la que surjan nuevas variantes, se mantengan y eventualmente
se fijen en las poblaciones. Por lo tanto, nuestra capacidad para entender la dindmica
evolutiva de las especies y de detectar las variantes génicas adaptativas presentes en
las poblaciones resulta de vital importancia al momento de disefiar modelos
predictivos y estrategias de conservacion ( Jaramillo-Correa et al., 2015). Este trabajo
representa la primera busqueda de seleccién a nivel filogenético en el género Abies.
Los resultados aqui obtenidos, combinados con los de otros trabajos realizados a
escala poblacional en este mismo género, no solo ayudaran a entender mejor la
historia evolutiva de estos organismos, si no que busca mejorar las medidas
implementadas para la conservacion de estas especies y otras relacionadas. Esto es
una tarea importante, particularmente en un pais como México, el cual posee altos

niveles de endemismos y una historia biogeografica compleja.
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Hipotesis

La amplificacién de los genes nucleares entre especies solo sera exitosa en
aquellos que estén mas conservados, por lo cual se observara ademds una tasa
de sustituciones no sinénimas generalmente baja.

Se detectaran eventos de seleccién positiva en los genes cuya funcién esta
asociada a caracteristicas adaptativas especificas de cada grupo.

Los distintos tipos de prueba detectaran huellas de seleccion natural en
diferentes genes, dependiendo de la escala a la que haya ocurrido el evento
selectivo.
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Método

Seleccién, amplificacion de los genes y construccién de bases de datos

Se seleccionaron y re-secuenciaron 788 genes candidatos identificados en P. taeda
para ser probados en otras especies de la familia Pinaceae (Eckert et al, 2010); la re-
secuenciacion se realiz6 en dos especies de Abies: A. pinsapo y A. concolor. Para cada
especie se seleccionaron cinco individuos de cinco poblaciones diferentes repartidas a
lo largo de su distribucion. Se colectaron aciculas de estos individuos y a partir de
ellas se extrajo el DNA con el kit DNeasy plant de Qiagen. Los detalles de los genes y
las condiciones de amplificacién fueron los mismos que aquellos reportados en Mosca
et al. (2012). Posteriormente, se secuenciaron con el método Sanger aquellos genes
cuya amplificacion fue exitosa en el Centro Nacional de Andlisis Gendémico, en
Barcelona, Espafia. Los cromatogramas resultantes se evaluaron visualmente en
4Peaks (Griekspoor & Groothuis) y aquellos que mostraron una Unica secuencia
limpia (aunque se toleraron hasta cinco SNPs por gen) fueron retenidos y alineados
con MUSCLE (Edgar, 2004). Las secuencias de estos genes fueron luego utilizadas para
realizar buisquedas en las bases de datos con los transcriptomas disponibles para

especies del género Abies en GenBank con el algoritmo BLAST (ver Tabla 1).

Se buscé tener las secuencias de al menos una especie por cada seccién reconocida
dentro del género Abies y se realizaron buisquedas de esos mismos genes para las
especies Pseudolarix amabilis y Cedrus atlantica los cuales se utilizaron como grupos
externos y para enraizar las filogenias. Estos grupos externos fueron seleccionados
debido a la disponibilidad de datos en GenBank y porque se encuentran dentro de la
subfamilia Abietoideae, junto con Abies (Wang, Tank, & Sang, 2000; Wang & Ran,
2014). En cada caso se seleccionaron las secuencias con mayor porcentaje se
cobertura con respecto a la referencia (A. pinsapo). Por cuestiones de disponibilidad
de datos, la cobertura del grupo externo, el score y E-value del alineamiento fueron
utilizados como referencia; es decir, se retuvieron las secuencias con una cobertura

minima de 20% y un E-value no mayor a 1E-10 (ver Anexo 1).
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Las secuencias de cada gen se alinearon de manera individual mediante el algoritmo
MUSCLE (Edgar, 2004) implementado en MEGA 7 (Kumar, Stecher, & Tamura, 2016).
Se utilizaron los pardmetros de alineamiento establecidos por defecto, con 8
iteraciones en el proceso y utilizando el método de clustering por UPGMA. Para cada
gen se determind el marco de lectura asi como las regiones codificantes a partir de la
informacién disponible en las secuencias anotadas de Abies alba en GenBank. Los
indels que causaron desplazamientos en el marco de lectura (tomando como
referencia la secuencia original de A. pinsapo) fueron eliminados. Finalmente, se
clasificaron los genes en dos grupos, basados en sus anotaciones reportadas
previamente por Mosca et al. (2012). Por un lado, se agruparon los genes candidatos,
identificados por su funcién biolégica a partir de anotaciones hechas en Arabidopsis
thaliana y en estudios previos de expresidon génica en coniferas, en los casos en los
que esta informacién estuvo disponible. También se consideré si estudios
poblacionales intra-especificos (por ej. Mosca et al, 2012) ya habian identificado
sefiales de seleccion en algin gen. El resto de los genes se mantuvieron como grupo

control y se consideraron como posiblemente neutrales.

Andlisis de diversidad y divergencia

Para cada gen se analizaron los niveles de polimorfismo dentro del género Abies,
utilizando dos estimadores, O&w (Watterson, 1975) basado en el nimero de sitios
segregantes, y Ot (Tajima, 1989), basado en el nimero promedio de diferencias
nucleotidicas entre pares de secuencias. Adicionalmente se comput6 el nimero de
haplotipos (h) y se evalu6 la divergencia nucleotidica promedio (Dxy) entre pares de
secuencias con respecto al grupo externo (Nei, 1987). Todos estos andlisis se

realizaron en DNAsp (Librado & Rozas, 2009).
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Tabla 1. Numero de acceso para los transcriptomas explorados en éste trabajo y numero de secuencias retenidas para

los andlisis posteriores.

Especie # Secuencias Acc. number
A. balsamea 60 SRX039631
A. alba 40 1Q440374-
1Q445205
A. sachalinensis 45 DRX001582
A. sibirica 15 ERX242658
P. amabilis 65 SRX096935
C. atlantica 65 SRX655858

Pruebas de neutralidad

A partir de las anotaciones de los genes retenidos para los analisis, asi como de la
divisiéon realizada entre candidatos y controles, se buscé encontrar huellas de
seleccidon. En estudios previos realizados en coniferas a nivel poblacional, se han
encontrad huellas de seleccién en genes asociados a dos tipos principales de
funciones. Por un lado, genes reguladores de procesos de desarrollo y fenoldgicos, y
por otro, genes involucrados en respuestas a diferentes tipos de estrés como el
oxidativo o por congelamiento (Mosca et al, 2012; Namroud et al, 2010).
Considerando esto, se esper6 encontrar huellas de seleccion a nivel filogenético en

genes con funciones relacionadas a las anteriores.

Inicialmente se utilizé la D de Tajima, implementada en DNAsp (Librado & Rozas,
2009), de manera individual para cada gen; se consideraron todas las mutaciones y se
excluyeron los sitios con indels. Al tratarse de genes codificantes, se calcul6 un valor

total de D, asi como los valores para los sitios sindnimos y no sinénimos por separado
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(Unicamente para aquellos genes en los que se logré determinar las regiones
codificantes). Los valores criticos de D para determinar su significancia estadistica
fueron calculados a partir de una distribucién beta para los valores de este estadistico

(Tajima, 1989).

Posteriormente se implementaron dos pruebas combinadas. La prueba HKA (Hudson
etal, 1987) y la prueba MK (McDonald & Kreitman, 1991), ambas también en DNAsp
(Librado & Rozas, 2009). Para el primer test, se ensamblaron matrices con dos genes
cada una para poder evaluar la divergencia. Cada matriz const6 del gen 0_6448_02 y
uno de los genes restantes, de tal manera que el primer gen fue comparado con cada
uno de los genes restantes, resultando en 22 pares de genes analizados. Se selecciond
el gen 0_6448_02 como referente para la comparacién por presentar un valor de la D
de Tajima no significativo y cercano al promedio de todos los genes usados, lo que
indica una posible neutralidad. Sin embargo es importante sefialar que al tratarse de
genes candidatos es dificil garantizar la ausencia total de seleccién. Se definié el grupo
interespecifico con las secuencias de Cedrus y de Pseudolarix, mientras que el grupo
intraespecifico contenia todas las secuencias de Abies. Los sitios con gaps fueron
omitidos. En cada caso se realiz6 una prueba de y?para determinar si las diferencias

entre los parametros © estimados para cada gen fueron significativas.

La prueba MK se realizé para cada gen de manera individual y solo en aquellos casos
en las que la regién codificante pudo ser asignada con seguridad. Los grupos inter e
intraespecifico se definieron de la misma manera que para la prueba HKA, y también
se excluyeron los sitios con gaps. En cada caso se utilizé una prueba exacta de Fisher y
una prueba G para determinar si las diferencias entre los coeficientes de sustituciones

sinénimas y no sinénimas fueron significativas.

Para todas las pruebas a nivel filogenético se utiliz6 una filogenia modificada a partir
de las reportadas previamente para Abies (Xiang et al 2015), obtenidas en dicho
estudio mediante métodos de maxima verosimilitud (ML) e inferencia bayesiana (BI)
con informacién de marcadores nucleares (nr/TS), mitocondriales (ssu-rRNA y nad5
intron 1), y de cloroplasto (rpl16, rps12-rpl20 y trnT-F). Para los andlisis realizados en

el presente trabajo se seleccioné aquella que presentdé una mejor resolucién de las
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relaciones entre secciones y que no incluia incongruencias debidas a introgresiéon o

retencién de caracteres ancestrales (Figura 1).

Las pruebas a nivel filogenético realizadas fueron el Relative Rate Ratio (RRR) test
(Creevey & Mclnerney, 2002) implementado en CRANN version 1.04 (Creevey &
McInerney, 2003) y los modelos evolutivos por codones mediante los métodos de
maxima verosimilitud implementados en el programa PAML versién 4.9 (Yang, 2007).
Estos anadlisis fueron realizados exclusivamente sobre las zonas codificantes de los

genes retenidos en las pruebas anteriores.

A. balsamea

A. sachalinensis

A. alba

A. pinsapo

A. concolor

Pseudolarix amabilis

Cedrus atlantica

0.5

Figura 1. Filogenia del género Abies modificada a partir de la reportado por Xiang et al., 2015 y utilizada para los
analisis en CRANN y PAML. La numeracion corresponde a la asignada para cada rama interna como referencia por

CRANN; esta no representa ningun resultado de ninguna prueba.
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Para el RRR test, se analiz6 cada gen de manera individual y en cada caso se utilizé la
misma filogenia (figura 1). La significancia estadistica fue determinada mediante dos
pruebas: la prueba exacta de Fisher y la prueba G. En cada caso y por sugerencia del
manual de uso, se tomé como valor verdadero el de la prueba de Fisher, y solo cuando
esta resultaba imposible de calcular se utilizé el valor de la prueba G (Creevey &
McInerney, 2002). Como parte del andlisis, CRANN realiza adicionalmente un Neutral
Substitution Test, el cual calcula el nimero total de sustituciones de reemplazo y
sinénimas observadas dentro de cada clado de la filogenia a partir de los valores de SI,
SV, RI y RV calculados para el RRR test. Esta prueba a su vez estima el nimero
esperado de cada tipo de sustitucion, basado en el nimero de cada tipo de sitio dentro
de la secuencia. Esto permite inferir selecciéon negativa, cuando el nimero observado
de sustituciones de reemplazo es menor que el esperado, y seleccién positiva, cuando
el nimero observado de sustituciones de reemplazo es mayor que el esperado, pero
sin distinguir si se trata de seleccion direccional o no direccional (Creevey &
McInerney, 2002). La significancia de este test se determin6 de la misma manera que

para el RRR test.

Para los modelos evolutivos por codones se utiliz6 la misma filogenia utilizada en los
andlisis en CRANN. En primer lugar, se evalu6 para cada gen dos modelos por rama
(Yang, 1998). Estos incluyeron un modelo nulo con un solo coeficiente w para todas
las ramas de la filogenia y un modelo libre, que considera un coeficiente w variable
entre las diferentes ramas de la filogenia (ver Introduccién). Adicionalmente, se prob6
un modelo con dos valores de w para los genes que mostraron significancia en los
andlisis de CRANN. En estos anadlisis se probé especificamente un cambio en el valor
de w en las ramas en las que el test RRR indic6 un cambio en la direccion de la tasa de

seleccién (ver resultados).

Finalmente se evaluaron dos pares de modelos evolutivos por sitio para cada gen por
separado. Primero, se comparar6 un modelo neutro con un modelo de seleccion
(Rasmus Nielsen & Yang, 1998); luego, se prob6 el modelo M7 contra el M8 (Yang et
al, 2000) (ver Introduccién para mas detalles sobre estos modelos). En todos los

casos (modelos por rama y por sitio) los pardmetros k y w fueron estimados por
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maxima verosimilitud, y las frecuencias en equilibrio de los codones fueron estimadas
a partir de las frecuencias nucleotidicas promedio en las tres posiciones de codén
(opcién F3X4 en el programa). Igualmente, en todos los casos, se compararon los
valores de verosimilitud de los modelos mediante un Likelihood Ratio Test (LRT) para
determinar cudl modelo explicaba mejor los datos. En cada caso (modelos por rama y
por sitio) el nimero de grados de libertad se determindé a partir de la diferencia en el

nimero de parametros de cada modelo.

Resultados
Obtencion de las secuencias

De los 788 genes iniciales, 95 amplificaron exitosamente en A. concolor y 84 en A.
pinsapo. Después de revisar los cromatogramas de estos genes, se seleccionaron los
67 genes que amplificaron exitosamente en ambas especies (Anexo 1). Con las
busquedas con el algoritmo BLAST se obtuvieron secuencias putativamente ortélogas
para A. alba, A. balsamea, A. sachalinensis, A. sibirica, Pseudolarix amabilis y Cedrus
atlantica para buena parte de los 67 genes retenidos. Sin embargo, cabe anotar que
para A. sibirica la mayoria de las busquedas se arrojaron fragmentos con una
cobertura menor al 20% de la secuencia original y con valores del alineamiento
menores a 40; este pobre ensamblado nos llevo a descartar todas las secuencias de
esta especie para los andlisis posteriores. Finalmente, luego de aplicar los pardmetros
necesarios para retener un gen (un minimo de 20% de cobertura con respecto a la
secuencia original y un E-value no mayor a 1E-10), se seleccionaron 23 genes para los
andlisis posteriores. Las secuencias de estos genes fueron alineadas para generar el
mismo nimero de bases de datos con las que se hicieron los calculos de diversidad
genética. Para tres de los genes retenidos, 0_6566_02, 0_7921_01, 2_6313.01 y
2_10216_01, no se logré asignar con seguridad una regién codificante ni un marco de
lectura, por lo cual fueron omitidos de las pruebas para las que esta informacién es

necesaria (MK, RRR test y analisis en PAML).
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Las 23 secuencias seleccionadas para los andlisis presentaron una longitud promedio
de 414 bp, con una longitud maxima de 658 bp y una minima de 146 bp. Su contenido
GC promedio fue de 42.5%, yendo desde 35.06% (gen 0_7921_01) hasta 56.65% (gen
0_12329_02). De estas secuencias, 6 se clasificaron como controles, putativamente
neutrales, debido a la falta de informacién sobre su funcién o similitud con alguna
secuencia con funcién conocida. Los 17 restantes, se mantuvieron como genes
candidatos. Las funciones de estos ultimos incluyeron proteinas de unién a
nucleétidos y otras proteinas, diferentes cinasas y proteinas con actividad de
oxidorreductasas y cataliticas; por ejemplo, en sintesis de sucrosa y beta-D-glucanos

(Anexo 3).
Diversidad genética

Todos los genes retenidos fueron variables entre especies. El nimero de haplotipos
por gen para el género Abies estuvo entre dos (UMN_1337_02) y cinco (0_7921 01y
2_10216_01; Tabla 2). Los estimados de &r y de 6w fueron muy heterogéneos; los
valores de Ot mas bajos fueron de 2,32 x 10-3 para el gen 0_16009_02 y los mas altos
de 0.13796 para el gen CL708Contigl_02; mientras que para Ow el valor minimo fue
de 2,78 x 10-3 (0_16009_02) y el maximo de 0.12675 (0_12329_02). Los valores de
divergencia Dyy (obtenidos comparando al género Abies con los dos outgroups)
también fueron bastante heterogéneos, yendo desde 0.0219 (UMN_495_01) hasta
0.15172 (0_7921_01).
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Tabla 1. Estimados de diversidad genética (h, Ot y 6w), divergencia (Dxy) y de tests de seleccién (D, Ds y Dns) para 23
genes entre cinco especies de Abies. ***significancia p<0.001. Ver anexo para la anotacion y otras informaciones

adicionales de cada gen.

h (o8 Ow

0_6448_02 3 0.00758 0.0084 0.02667 -0.66823 0.24314 -1.0938 404
0_6566_02 4 0.01617 0.01634 0.06289 -0.07339 NA NA 521
0_7921_01 5 0.09778 0.112 0.15172 -0.94025 NA NA 288
0_8531_01 3 0.00401 0.00413 0.04013 -0.17475 -0.17475 NA 472
0_12021_01 3 0.00497 0.00596 0.03173 -0.97256 -0.8165 -0.8165 337
0_12190_01 4 0.08119 0.09743 0.04958 -1.26241 -1.25619 -1.23588 432
0_12329_02 4 0.10736 0.12675 0.07853 -1.15755 -1.24874 -1.24046 264
0_16009_02 3 0.00232 0.00278 0.04008 -0.97256 -0.97256 NA 416
1_6493_01 4 0.0411 0.04932 0.06181 -1.21852 -1.18441 -1.14554 329
2_2937_01 4 0.01939 0.02327 0.04032 -1.22992 -1.16172 -1.18441 404
2_6313_01 4 0.00943 0.01131 0.04951 -1.16172 NA NA 569
2_7121_02 3 0.03739 0.04383  0.0439 -1.08716 -0.8945 -1.19955 418
2_7803_01 4 0.02561 0.02488 0.02417 0.21615 -0.41017 0.4362 379
2_10216_01 5 0.01907 0.02223  0.0246 -1.04473 NA NA 428
CL516Contigl_07 4 0.06543 0.07901 0.04257 -1.2925***  -1.29386*** -1.04849 388
CL708Contigl_02 3 0.13796 0.11111  0.0374 1.82369 -0.8165 NA 546
CL813Contigl_03 4 0.05455 0.05455 0.02857 0 0.59633 1.12397 384
CL1004Contigl_08 3 0.01295 0.01036 0.03571 1.57274 1.22474 NA 658
CL2332Contigl_01 4 0.07919 0.06443 0.04554 1.69413 1.32768 1.80808 387
CL4354Contigl_01 3  0.0094 0.00966 0.03926 -0.17475 -0.97256 NA 399
UMN_495_01 4 0.00738 0.00787  0.0219 -0.41017 -0.17475 -0.8165 561
UMN_1337_02 2 0.08511 0.10213 0.05556 -1.24614 -1.22485 -1.21039 146
UMN_5272_01 4 0.01765 0.01882 0.04375 -0.44037 1.45884 -1.14554 402

Pruebas de neutralidad

Los valores de la D de Tajima fueron negativos y no significativos para la mayoria de
los genes (Tabla 2). Solo en un caso se obtuvo un valor significativo para el gen
CL516Contigl_07, que mostr6 un exceso de variantes de baja frecuencia y un valor de
D para los sitios sinébnimos menor que el de los sitios no sinénimos (Tabla 2); esto

indicaria una posible accién de la seleccion purificadora o una expansion poblacional.
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En cuatro casos mas se registraron valores positivos, pero no significativos

(2_7803_01, CL708Contig1_02, CL1004Contigl_08 y CL2332Contigl_01).

La prueba HKA no mostré diferencias significativas en los estimados de 6 entre las

regiones gendmicas comparadas en cada uno de los 22 pares de genes analizados (ver

tabla 3). Por otro lado, la prueba MK indicé que en la mayoria de los casos habia mas

mutaciones sinénimas variables que fijas, asi como mas variantes no sindénimas

variables que fijas (tabla 4); sin embargo, en ningin caso estas diferencias fueron

significativas, por lo cual tampoco se sugiere evidencia de algin tipo de seleccidn.

Tabla 2. Valores de © para cada uno de los 22 pares de genes analizados con la prueba HKA entre especies de Abies.

En ninguin caso se encontraron diferencias significativas.

6448/6566 0.00669 0.01606
6448/7921 0.01362 0.09907
6448/8531 0.00591 0.00646
6448/12021 0.00808 0.00824
6448/12190 0.01343 0.05403
6448/12329 0.01588 0.13647
6448/16009 0.00523 0.00617
6448/6493 0.01295 0.06881
6448/2937 0.00732 0.00896
6448/6313 0.00709 0.01068
6448/7121 0.01365 0.04767
6448/7803 0.00814 0.00696
6448/10216 0.00982 0.01209
6448/CL516 0.01413 0.06204
6448/CL708 0.00713 0.0067
6448/CL813 0.01063 0.02482
6448/CL1004 0.00589 0.00497
6448/CL2332 0.0067 0.00811
6448/CL4354 0.00796 0.00815
6448/U495 0.00637 0.00305
6448/U1337 0.01546 0.09317
6448/U5272 0.01098 0.028
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Tabla 3. Resultados de la prueba MK entre especies de Abies. Nimero de variantes sinénimas fijas y variables y no

sinénimas fijas y variables para cada gen. Ningtin caso fue significativo.

0_6448_02 2 8 0 4
0_8531_01 1 11 2 9
0_12021_01 1 2 1 0
0_12190_01 1 14 0 5
0_12329_02 1 29 0 21
0_16009_02 1 8 3 5
1_6493_01 2 11 0 7
2_2937_01 1 12 0 8
2_7121_02 0 12 0 12
2_7803_01 0 4 0 3
CL516Contigl_07 0 17 0 2
CL708Contigl_02 1 4 2 0
CL813Contigl_03 0 4 0 4
CL1004Contig1_08 1 4 0 0
CL2332Contig1_01 2 3 1 0
CL4354Contigl_01 2 6 0 1
UMN_495_01 1 3 0 1
UMN_1337_02 0 20 0 13
UMN_5272_01 0 5 0 6

Pruebas filogenéticas: RRR test y Neutral Substitution Test

Para la mayoria de los genes no se encontré evidencia de seleccion natural en ninguna
de las ramas de la filogenia. Solo en el gen 0_6448_02 mostré evidencia de seleccion ni
direccional, ya que se observé un nimero significativamente mayor de sustituciones
no sinénimas variables sobre la rama 3 de la filogenia. (Fisher’s p= 0.035291; Figura

1). Adicionalmente, se detectaron dos casos significativos con la prueba G: por un lado,
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seleccion no direccional para el gen 0_8531_01 sobre la rama interna que define al
grupo A.Balsamea-sachalinensis-alba-pinsapo (rama 2). Por otro lado, se infiri6
seleccion direccional en el gen CL2332Contigl_01 sobre la rama interna que define al
grupo Balsamea-Sachalinensis (rama 0). Cabe anotar que estos dos casos deben ser
confirmados en estudios futuros ya que solo se detectd significancia con la prueba G

con valores bajos en al menos alguna de las cuatro categorias de mutaciones.

El Neutral Substitution Test detecté nueve genes para los cuales el nimero observado
de sustituciones de reemplazo fue significativamente menor de lo esperado y por lo
tanto, en los cuales estaria actuando la selecciéon negativa. Este patron fue en general
consistente, presentdndose en la mayoria de los casos sobre las ramas 0, 2 y 3 (fig. 1;

Tabla 5).

Tabla 4. Resultados del Neutral Substitution Test para especies de Abies en un contexto filogenético. Solo se indican
los genes y ramas en donde se encontré un nimero mayor (seleccion positiva) o menor (seleccion negativa) de

sustituciones de reemplazo con respecto al nimero esperado en cada caso.

0 1 2 3 4

0_6448_02 - - - - neg
0_12190_01 neg - neg neg -
0_12329_02 neg - neg neg -
1_6493_01 - - - neg -

2_7121_02 - - - - neg
CL516Contigl_07 neg - neg neg -
CL813Contigl_03 neg - neg neg -
UMN_495_01 - - - neg -
UMN_1337_02 neg - neg neg -
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A. balsamea

Clima boreal;
0 estrés por

CL_2332Conti
g1_01*

congelamient

A. sachalinensis

0_8531_01*

A. alba

Clima
mediterra-

1 neo;
condiciones
de aridez

0_6448_02 A. pinsapo

Clima

A. concolor templado y
- humedo

Pseudolarix amabilis

Cedrus atlantica

0.5

Figura 1. Filogenia utilizada en los analisis de CRANN, modificada a partir de Xiang et al. (2014). En azul se muestra las
rama sobre la que se encontré evidencia de seleccion balanceadora para los genes 0_6448_02 (rama 3) y 0_8531_01*
(rama 2). En verde se muestra la rama que presenté evidencia de seleccidn direccional en el gen CL2332Contigl_01* .
*Significancia solamente con la prueba G. Los recuadros de colores indican las condiciones ambientales generales de

cada grupo.

Pruebas filogenéticas: modelos evolutivos por codones

Para ninguno de los genes se encontraron diferencias significativas en los modelos por
rama entre el modelo con un solo coeficiente w y el modelo libre (i.e. con tantos
valores de w como ramas en el arbol). De igual manera, el modelo con dos coeficientes
probado para los genes 0_6448_02, 0_.8531_01 y CL2332Contig1_01, en las ramas
indicadas en cada caso por el RRR test, no explicé los datos significativamente mejor

que el modelo con un solo coeficiente (Tabla 6). Sin embargo, se encontr6 un patrén
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general consistente con selecciéon negativa, ya que los coeficientes w a través de la

filogenia, fueron menores a uno para todos los genes de acuerdo con el modelo nulo o

de un solo coeficiente (Tabla 6).

Tabla 5. Valores de verosimilitud (log) para los modelos por rama con un (uno) o dos coeficientes (dos) y para el

modelo libre (libre; tantos valores de w como ramas en la filogenia). En ningun caso el LRT indicé diferencias

significativas entre los modelos. w, corresponde a los valores obtenidos por el modelo nulo (de un solo coeficiente)

para cada gen.

Uno Dos Libre w0
0_6448_02 -390.45621 -390.456188 -386.141698 0.16415
0_8531_01 -514.097736 NA -512.151006 0.20108
0_12021_01 -150.831981 NA -149.972392 0.17113
0_12190_01 -230.599814 NA -229.553578 0.06952
0_12329_02 -413.007601 NA -409.500957 0.10728
0_16009_02 -414.460292 NA -410.719965 0.35266
1_6493_01 -275.167932 NA -270.646436 0.13476
2_2937_01 -449.381571 NA -443.785568 0.23556
2_7121_02 -332.526857 NA -328.639647 0.33961
2_7803_01 -179.328294 NA -179.219864 0.1099
CL516Contigl_07 -188.308735 NA -188.298725 0.00114
CL708Contigl_02 -194.788489 NA -192.527805 0.15363
CL813Contigl_03 -174.455159 NA -171.483994 0.50272
CL1004Contig1_08 -128.169047 NA -128.168984 0.0001
CL2332Contig1_01 -164.861583 -164.698064 -163.941338 0.06571
CL4354Contigl_01 -213.230285 NA -213.230325 0.0001
UMN_495_01 -206.134518 NA -204.959255 0.05224
UMN_1337_02 -289.494445 NA -288.410429 0.10523
UMN_5272_01 -184.254529 NA -177.463005 0.21298
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Por otro lado, los modelos por sitio tampoco lograron detectar selecciéon en ningtin
caso, ya que los modelos de seleccién y M8, no fueron significativamente mejores que
los modelos neutral y M7, respectivamente (tabla 7). Sin embargo, en el gen
2_7121_02 el andlisis BEB (Bayes Empirical Bayes) implementado como parte de los
andlisis por sitio, logré detectar dos sitios posiblemente bajo seleccién positiva (w >1)
con una probabilidad posterior de mas de 95% en las posiciones 45 y 47 de la
secuencia. Ambos cambios son de reemplazo y sustituyen una prolina por una leucina

y por una metionina, respectivamente.
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Tabla 6. Valores de verosimilitud (log) obtenidos para los modelos por sitio para cada gen. Modelo neutral (NEU),

modelo de seleccidn positiva (POS) y modelos M7 y M8. En ningun caso se detectaron diferencias significativas entre

los modelos.

0_6448_02 -390.456236 -390.45621 -390.460976 -390.461002
0_8531_01 -514.097763 -514.097736 -514.103839 -514.103866
0_12021_01 -150.831982 -150.832228 -150.832075 -150.832076
0_12190_01 -230.599863 -230.599814 -230.603081 -230.603457
0_12329_02 -412.905499 -412.905499 -412.042784 -412.042835
0_16009_02 -414.460299 -414.460292 -414.462605 -414.462612
1_6493_01 -270.646436 -269.734597 -270.835527 -269.693856
2_2937_01 -446.796129 -446.291214 -446.799248 -446.291213
2_7121_02 -327.352833 -325.53677 -327.359554 -325.53677
2_7803_01 -179.328334 -179.328294 -179.33501 -179.335048
CL516Contigl_07 -182.420246 -182.420246 -183.371098 -182.416524
CL708Contigl_02 -194.788502 -194.788489 -194.79061 -194.790623
CL813Contigl_03 -173.758999 -173.405349 -173.759734 -173.405348
CL1004Contigl_08 -128.168157 -128.168079 -128.16807 -128.168148
CL2332Contigl_01 -164.861608 -164.861583 -164.863643 -164.863668
CL4354Contigl_01 -213.227084 -213.226857 -213.226823 -213.22705
UMN_495_01 -206.134408 -206.13438 -206.136048 -206.136075
UMN_1337_02 -281.751947 -281.751947 -281.753268 -281.751899
UMN_5272_01 -183.751408 -183.751408 -184.010412 -183.668241
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Discusion

De los 788 genes inicialmente amplificados para A. pinsapo y A. concolor, solo lograron
amplificarse 67 exitosamente en ambas especies. Cabe recordar que los cebadores de
estos genes fueron transferidos desde Pinus taeda y que estos 67 son probablemente
los mejor conservados entre especies de coniferas, lo que es consistente con el patrén
encontrado en los andlisis realizados en este trabajo, en donde predomina la accién de
la seleccién negativa sobre los genes estudiados. Adicionalmente, la dificultad para
encontrar una cobertura adecuada en el transcriptoma de al menos una de las
especies de Abies utilizadas y/o para los dos grupos externos también puede deberse
a que solo aquellos genes mejor conservados pudieron encontrarse entre especies.
Esta limitacién inicial puede llevar a estimaciones sesgadas hacia niveles de
diversidad y divergencia mas bajos de lo esperado a nivel genémico, asi como a
dificultades para detectar eventos de seleccién positiva y una predominancia de

seleccidn negativa.

Las funciones de los genes retenidos se relacionan principalmente con aspectos
regulatorios de eventos del desarrollo y la fenologia. Estos codificaron para proteinas
cinasas y de unién a nucleétidos y proteinas (DCL1, CDPK6, proteinas Argonautas y
SRF8), asi como proteinas involucradas en procesos de oxidorreduccion y sintesis de
azucares (sucrosa sintasa, alfa-trehalosa-fosfato sintasa, 1-3-beta-glucano sintasa,
etc.). Todas ellas son funciones generales o esenciales para todas las plantas, por lo
que no es sorprendente que los primers para amplificarlas sean faciles de transferir
entre especies y/o que sus secuencias se encuentren relativamente conservadas entre

especies.

Diversidad y divergencia

Los niveles de diversidad y divergencia encontrados en los genes analizados fueron en
general bajos y heterogéneos. Esto corresponde con lo encontrado en estudios

previos, los cuales reportan niveles igualmente bajos de divergencia génica entre
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especies de coniferas (Bouillé & Bousquet, 2005; Mosca et al., 2012). De manera
similar, los niveles de diversidad intraespecifica encontrados en coniferas se
consideran bajos con respecto a lo esperado dadas sus caracteristicas, como sus
grandes tamafos poblacionales y altos niveles de entrecruzamiento (Eckert et al,
2013; Heuertz et al, 2006; Pyhdjarvi et al, 2007). Se han propuesto diferentes
explicaciones para estos resultados. Por un lado, es posible que los grandes eventos
demograficos, tales como las migraciones y los cuellos de botella experimentados por
las coniferas a lo largo de su historia evolutiva, hayan sido un factor determinante en
los niveles y la distribucién de la variacién genética que estas presentan. Como
resultado de estos eventos, las poblaciones de coniferas presentan también bajos
niveles de diferenciacién poblacional, en algunos casos de la misma magnitud que la
encontrada a nivel interespecifico (Bouillé & Bousquet, 2005), asi como mayores
niveles de polimorfismo al interior de las poblaciones que entre ellas (Namraud et al,
2012; Wang et al, 2014; Pyhajarvi et al, 2007). En este aspecto, es importante
considerar que las coniferas son particularmente susceptibles a estas fluctuaciones
poblacionales, ya que debido a sus largos tiempos generacionales, el tiempo requerido
por estas para recuperar los niveles de diversidad en equilibrio son demasiado largos
y por lo tanto, los genomas de estos organismos retienen las huellas de los eventos
demograficos por mas tiempo (Pyhdjarvi et al., 2007; Savolainen & Pyhdjarvi, 2007).
Por otro lado, se ha establecido que las coniferas presentan bajas tasas de mutacién,
en algunos casos menores en hasta un orden de magnitud que las de las angiospermas
(Brown et al., 2004). Las bajas tasas de mutacién darian cuenta tanto de los bajos
niveles de diversidad intraespecifica asi como de la poca divergencia interespecifica.
Sin embargo, otros autores han obtenido tasas mds altas y se ha sugerido que los
tiempos de divergencia en coniferas han sido sobreestimados, lo cual descartaria las
bajas tasas de mutacién como causas de la baja diversidad genética de las coniferas
(Bouillé & Bousquet, 2005; Willyard et al.,, 2007). En los resultados de este trabajo a
nivel interespecifico, la baja diversidad encontrada posiblemente esté relacionada con
el sesgo hacia genes conservados con los que se trabajé, lo cual a su vez implicaria que
la seleccion negativa ha estado eliminando de manera consistente la variaciéon en

estos genes.
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Los valores principalmente negativos (aunque no significativos) de la D de Tajima
obtenidos para la mayoria de los genes también sugieren la accién recurrente de la
seleccion negativa sobre ellos. Valores similares se han encontrado a nivel
poblacional, pero en estos casos se ha interpretado como consecuencia de eventos
demograficos (Mosca et al., 2012; Namroud et al., 2008; Pyhdajarvi et al., 2007). El
Unico caso significativamente negativo fue el gen CL516Contigl1_07, el cual ademas
presenté menor variaciéon en los sitios sinénimos, lo cual sugiere un escenario de
barrido selectivo parcial para este gen, en el cual se estarian manteniendo bajos
niveles de variacidon neutral alrededor de los sitios seleccionados positivamente. Este
gen codifica a la proteina AVP1, una pirofosfatasa transportadora de hidrégeno,
relacionada con el aumento en el crecimiento vegetal bajo diferentes tipos de estrés
abidtico, por lo cual es plausible que haya sufrido eventos de selecciéon positiva al

interior del género Abies (Schilling et al., 2017).

La utilizacién de una muestra no aleatoria de genes, puede haber llevado a estimados
sesgados de diversidad y divergencia, asi como a valores generalmente negativos de la
de D de Tajima, debido al grado de conservacion de los genes analizados. Este tipo de
sesgo deriva en general del proceso de identificacion de los polimorfismos
(ascertainment bias), y es posible que este esté presente en otros estudios en
coniferas tanto a nivel interespecifico como a nivel poblacional. En el futuro, la
utilizacién de secuenciacion de nueva generacién (NGS) podria ayudar a eliminar este
sesgo, ya que no depende de amplificaciones con blancos especificos mediante
primers transferibles entre especies ni de la utilizacién de genomas externos de

referencia (Eckert et al., 2013).

Patrones de seleccién a nivel filogenético

Los resultados de las pruebas de selecciéon a nivel filogenético indican un papel
predominante de la seleccién negativa en los genes analizados. Los valores de w para
todos los genes estimados por el modelo por sitios de un solo coeficiente fueron
menores que uno en todos los casos, lo cual sugiere que estos se encuentran bajo un

régimen de seleccidn negativa. Por su parte el Neutral Substitution Test detecté huellas
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de este tipo de seleccion en 9 de los 19 genes analizados (47%). En comparacién, 15
de 22 genes (68%) fueron detectados como sujetos de selecciéon negativa en un
andlisis con este mismo test en una escala filogenética amplia, mientras que solo 6%
de los 21 genes analizados en este mismo género a una escala taxondémica mas
reducida (solo especies mediterraneas) presenté evidencia de este tipo de seleccion
mediante esta prueba (Grivet et al., 2013; Palmé et al., 2009). En estos estudios, asi
como en el presente trabajo, se utilizaron muestras no aleatorias de genes. Sin
embargo, es posible que las diferencias en el porcentaje de genes sujetos a seleccion
negativa se deba principalmente a la diferente cobertura filogenética entre los
estudios. En el primer caso se tuvo una buena representacion de los diferentes grupos
de pinos, mientras que en el segundo, solo se utilizaron especies mediterraneas. En el
presente trabajo, si bien se buscé tener representaciéon de todas las secciones del
género Abies, esto no se logré completamente, principalmente debido a la poca
disponibilidad de secuencias para este género en las bases de datos. Debido a esto, es
dificil comparar estos resultados con los de otros estudios; sin embargo, al menos en
el primer caso, se coincide en que la selecciéon negativa tiene un papel predominante

en un porcentaje importante de los genes analizados.

De los nueve casos de seleccion negativa detectados por el RRR test para Abies, cinco
se presentaron sobre las ramas 0, 2 y 3 de la filogenia, las cuales son ramas
secuencialmente derivadas una de otra. En estos casos, es posible que los efectos de
las ramas externas se reflejen en las ramas mas internas como efecto residual de la
adicién de los coeficientes los cuales se van sumando desde las ramas mas externas
hacia las mas internas (Creevey & Mclnerney, 2002). Por lo tanto, aunque es posible
que la seleccién negativa haya actuado de manera constante a lo largo de todas las
ramas que conducen a la seccién Balsamea en estos 5 casos, también es probable que
el evento de seleccién negativa sea exclusivo de la rama externa que conduce a este
grupo. Se puede considerar que en esta situacion, el primer caso sea el mas probable,
debido en parte a que se encontraron otros casos de seleccién negativa en ramas
especificas que no afectaron los calculos de las ramas vecinas. Las especies de la

seccion Balsamea son las que tienen una distribucién mas boreal dentro del género
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Abies, y pueden estar sujeta a diferentes tipos de estrés especificos, tales como
congelamiento, desecacién y variacién en el fotoperiodo que las diferencian de las
demads. Algunas de las funciones de estos cinco genes candidatos podrian estar
relacionadas a la adaptacion a estas condiciones, por lo cual no es sorprendente que
estas hayan estado constreiniidas a lo largo de la evoluciéon de esta seccion. Esto podria

comprobarse con estudios de adaptacién a nivel local en el futuro.

Por otro lado, se detectaron sefiales de seleccion positiva en el gen 0_6448_02, el cual
codifica a la proteina DCL1 (Dicer-like protein 1). De acuerdo con el RRR test, este gen
presenté un valor significativamente mayor de sustituciones no sinénimas variables
en la rama que conduce a todo el grupo de Abies, lo cual sugiere la accién de seleccion
no direccional actuando en todo el género. Es importante sefialar que de acuerdo con
el Neutral Substitution Test, el mismo gen mostré evidencia de seleccién negativa en la
rama que define al grupo externo, lo cual refuerza la evidencia del cambio de régimen
selectivo dentro del grupo de Abies. EI RRR test detectd otros dos casos cuya
significancia solo fue detectada por la prueba G, por lo cual serian necesarios tests
adicionales con secuencias de otras especies para confirmar la tendencia. El gen
0_8531_01, que codifica una proteina de unién a iones de cobre, presenté sefales de
seleccidn no direccional sobre la rama que define al grupo A.balsamea-sachalinensis-
alba-pinsapo (rama 2); mientras que el gen CL2332Contigl_01, que codifica a la
proteina CDPK6, presentd evidencia de seleccién direccional sobre la rama 0
(Balsamea-Sachalinensis). Es interesante sefialar que, en estos dos casos, el modelo
libre en PAML detect6 resultados que, si bien no fueron significativos, si reflejaron una
gran heterogeneidad del coeficiente w entre ramas, particularmente en aquellas sobre
las cuales el RRR test detectd casos significativos, reforzando la necesidad de hacer
pruebas complementarias con secuencias de especies adicionales. En estos casos, las
ramas contenidas dentro de los grupos definidos por cada rama detectada por el RRR
test presentaron valores de w diferentes a los de las ramas de los otros grupos. Por
ejemplo, para el gen 0_6448_02, los coeficientes w de todas las ramas contenidas
dentro del grupo definido por la rama 3 (detectada por el RRR test), mostraron

valores mayores que uno (sefial de seleccion positiva), mientras que las otras ramas
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mostraron coeficientes por debajo de uno. De manera similar, para el gen 0_8531_01,
la rama 2 (Balsamea-Sachalinensis-Alba-Pinsapo) present6 valores de w mayores que
uno mientras que el resto tuvieron valores menores que uno. Esto, si bien no
constituyen resultados significativos, si reflejan un patrén consistente con lo
detectado por el RRR test, en el cual, estos genes estarian sufriendo un cambio en las
tasas de sustituciones sindénimas y no sinénimas al interior de ciertos linajes,
probablemente como consecuencia de la accion de seleccién positiva, aunque también
podria tratarse de diferencias en la intensidad de la seleccién purificadora en estos

linajes.

Aunque no significativa, la prueba MK revel6 un patréon que refleja una
preponderancia de variantes no sindnimas segregantes con respecto al nimero de
variantes no sinénimas fijas. Esto posiblemente refleje por un lado los diferentes
eventos demograficos sufridos por las especies de Abies, los cuales podrian provocar
que variantes deletéreas sean retenidas dentro de las especies, asi como variaciones
en la intensidad de los regimenes selectivos (Fay & Wu, 2001; Hasegawa et al., 1998).
Por otro lado, este patrén puede estar asociado con la accién recurrente de la
seleccién negativa en estos genes, la cual limita el ndmero de sustituciones no
sinébnimas que ocurren en los genes estudiados y dificulta la deteccion de eventos de
seleccidn positiva cuando no hay suficientes sitios seleccionados de esta manera (Fay

etal, 2002).

En el caso de la prueba HKA, es posible que esta no haya arrojado resultados
significativos dada la poca certeza al asignar una regiéon neutral para realizar las
comparaciones. Tradicionalmente, las regiones asignadas como neutrales en esta
pruebas han sido promotores génicos o regiones intrénicas (Hudson et al., 1987). Sin
embargo, diferentes estudios han demostrado que las regiones promotoras de los
genes también pueden estar sujetas a una fuerte selecciéon purificadora y que los
intrones pueden llegar a tener grandes diferencias en sus patrones y niveles de
polimorfismo asi como historias evolutivas contrastantes (Nachman & Crowell, 2000;

Wray et al,, 2003). En este estudio, se utilizé un gen con valores de D de Tajima no
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significativos y cercanos al promedio de todos los genes. Esto no garantiza su

neutralidad, pero creo que es un buen aproximado para detectar desviaciones de esta.

El porcentaje de genes bajo seleccion positiva a nivel filogenético detectados en este
estudio esta entre el 5% si se considera el Unico caso significativo y 17% si se
consideran los casos pendientes de confirmacién. Esto estd dentro del rango
encontrado en otros estudios de coniferas (Palmé et al., 2009; Savolainen & Pyhajarvi,
2007). Sin embargo, al haber evaluado genes a nivel filogenético, se esperaria haber
encontrado una mayor proporciéon de eventos selectivos con respecto a los estudios
realizados en especies individuales. Por un lado, esto esta relacionado con el nivel de
conservaciéon de los genes analizados, los cuales no necesariamente reflejan los
patrones de divergencia de las especies de Abies y menos aun, los eventos de
divergencia adaptativa. Por otro lado, es posible que la baja cobertura a nivel
filogenético también haya dificultado la detecciéon de seleccién por las pruebas
utilizadas, lo cual se volveria particularmente problematico en las ramas mas externas
de la filogenia, debido a la baja divergencia entre especies (Palmé et al., 2009). En este
aspecto es importante considerar los de por si bajos niveles de divergencia entre las
especies de Abies, 1as cuales no solo se reflejan en este estudio, si no en las dificultades
para determinar las relaciones filogenéticas en algunos casos, como al interior de la
seccion Grandis & Oiamel, o entre ellas, como el caso de la posicion filogenética de la
seccion Balsamea; asi como en las bajas tasas de diversificacién encontradas para el
género (Q-P. Xiang et al., 2015; Aguirre-Planter et al., 2012). Por lo tanto, en el futuro
seran necesarios estudios en los que se evalien datos multigénicos, seleccionados
aleatoriamente o datos a nivel genémico con una mayor representacion filogenética

que permitan evaluar mejor la divergencia entre secciones.

Genes candidatos bajo seleccion positiva

Se encontré evidencia de seleccién no direccional dentro de todo el grupo de Abies en
la proteina DCL1, miembro de la familia de proteinas DCL (Dicer-like proteins). Se
trata de una ribonucleasa multi-dominio, cuya funcién es la biogénesis y

procesamiento de siRNA’s y miRNA’s a partir de RNA’s de doble cadena. Estos
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miRNA’s regulan la expresion génica en diferentes procesos fisiolégicos y de
desarrollo en las plantas, tales como la morfogénesis y desarrollo de la hoja, el tiempo
de floracion, la embriogénesis y la determinacién de la identidad de los érganos
florales (He & Hannon, 2004). Las proteinas DCL presentan diferentes patrones de
expresion durante eventos del desarrollo del tallo y las hojas, asi como en diferentes
etapas del desarrollo floral y de la semilla. De igual manera, forman parte de la
respuesta de las plantas al estrés hidrico, salino y por congelamiento, asi como a la
acciéon de infecciones flingicas (He & Hannon, 2004). Es interesante observar un
exceso de variantes segregantes de reemplazo en el gen que codifica a DCL1 al interior
del grupo de Abies, ya que puede indicar un proceso de diversificacién de este gen
dentro de este linaje que tal vez estaria asociado a alguno de estos tipos de estrés. Esto
es consistente con estudios comparativos de las secuencias de estas proteinas entre
diferentes especies de plantas (Arabidopsis thaliana, Vitis vinifera, Oryza sativa y
Populus trichocarpa), los cuales han demostrado que existen importantes niveles de
divergencia funcional entre ellas. Concretamente, se ha encontrado que DCL1 es la
mas divergente de estas proteinas con respecto a las otras tres (He & Hannon, 2004).
En el caso de Abies, es posible que las caracteristicas ambientales contrastantes en las
que se desarrollan las especies de las diferentes secciones del género, tales como
condiciones mas boreales para la seccion Balsamea, mas aridas para los grupos
mediterraneos y mas templadas y himedas para la secciéon Grandis & Oiamel (grupo
Mesoamericano; Figura 2), funcionen como presiones selectivas, provocando el patron

diversificador observado en este gen.

Los otros dos casos de seleccién positiva, a pesar de la baja confiabilidad estadistica
discutida anteriormente, incluyen una proteina cinasa dependiente de calcio
miembro de la familia de proteinas CDPK’s (CDPK6; Mosca et al., 2012). Esta estaria
bajo un régimen de seleccién direccional dentro del grupo A.balsamea-sachalinensis.
De manera similar a las DCL, las CDPK’s estan involucradas en la regulacion de las
respuestas de las plantas a diferentes estimulos luminicos, hormonales, y por
congelamiento, desecacién y déficit de sucrosa (Li et al., 2008). Los resultados aqui

encontrados pueden indicar un proceso incipiente de divergencia adaptativa de la
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seccion Balsamea, como respuesta a sus requerimientos ecologicos especificos. Esta se
encuentra distribuida en las latitudes mas boreales para el género, lo que indicaria
presiones por congelamiento, desecacién y cambios drasticos del fotoperiodo (figura

2); todas estas funciones en las que las proteinas CDPK estan involucradas.

Con respecto a estos dos casos (DCL1 y CDPK6) es importante sefialar que en otros
estudios ya se han encontrado sefiales de seleccion positiva en genes reguladores de
respuestas a estrés y de eventos del desarrollo. En coniferas y a nivel local, se han
detectado huellas de selecciéon positiva en genes relacionados con la sefalizacion
mediante giberelinas (E3), la respuesta a estrés oxidativo (zf-Box) y en reguladores
del desarrollo del meristemo y la emriogénesis (HD-III zip), mientras que a nivel
filogenético se encontraron huellas de seleccién positiva en los genes que codifican
proteinas de la familia ASR, involucrados en la regulaciéon de la respuesta mediante
acido abscisico a estrés hidrico, salino y por congelamiento (Mosca et al, 2012;
Namrud et al., 2008, 2010; Grivet et al., 2013). Estos descubrimientos sugieren que las
rutas reguladoras de diferentes eventos del desarrollo y fenoldgicos, asi como de
respuestas a estrés, podrian haber sido blancos importantes de la seleccién natural a

lo largo de la evolucidn de las coniferas.

El segundo caso por confirmar corresponde a una proteina desconocida de unién a
iones de cobre y con accién de oxidorreductasa, la cual estaria sujeta a selecciéon no
direccional en el grupo definido por la rama 2 de la filogenia. En plantas, los iones de
cobre funcionan como cofactores para que diferentes proteinas realicen
correctamente sus funciones, entre las que se encuentran la fotosintesis, la
respiracion, la respuesta a estrés oxidativo y la senalizacién mediante etileno. Sin
embargo, los iones de cobre practicamente no existen de forma libre en las células
vegetales debido a su alta toxicidad, lo cual implica que existen sustancias queladoras,
entre ellas proteinas de unién a iones de cobre y chaperonas de cobre, cuya funcion
es contener y transportar a estos iones para reducir su toxicidad (Kung et al., 2006).
Debido a lo anterior, es posible que estas funciones de las proteinas de unién a cobre
estén bajo efectos selectivos entre especies. Sin embargo, esto queda como una

hipétesis a ser probada en estudios futuros.
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En el futuro, sera necesario realizar estudios para confirmar el rol adaptativo de los
genes aqui encontrados, particularmente en los dos casos donde la significancia no
pudo determinarse con certeza. Para esto, seria necesario evaluar la historia evolutiva
de estas familias de proteinas al interior del género Abies, para lo cual se requeriria
aumentar el muestreo a nivel filogenético asi como obtener secuencias de las demas
proteinas de cada familia. Estudios de evolucién molecular de este tipo ya han
revelado los altos niveles de divergencia funcional, asi como eventos de duplicacién y
subfuncionalizacién presentados por las proteinas DCL en otros grupos de plantas;
por lo cual seria interesante evaluarlas dentro de las coniferas (Liu et al, 2009).
Adicionalmente, también serian necesarios estudios interespecificos de asociacién
genética, con los cuales se podria determinar si efectivamente, los polimorfismos en
estos genes se encuentran asociados con caracteristicas fenotipicas relacionadas con
los diferentes tipos de estrés que pueden sufrir las especies de Abies. Mediante estos
estudios ya se han logrado detectar SNP’s en genes candidatos en pinos, asociados con
caracteristicas relacionadas con la resistencia al estrés por desecacion y

congelamiento (Eckert et al., 2009, 2010).
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Conclusiones

Se obtuvieron 23 secuencias para cinco especies de Abies y para dos grupos externos,
Cedrus atlantica y Pseudolarix amabilis. Se trata de un nimero reducido de genes
comparado con el nimero de genes inicialmente amplificados. Posiblemente se trate
de genes conservados entre especies, constrefiidos evolutivamente mediante
seleccidn negativa. Esto resalta la necesidad de generar mas recursos genéticos para
especies no modelo, de importancia ecolégica y econémica, como son las especies del
género Abies. Esto ayudara a mejorar los trabajos ecoldgicos y evolutivos, asi como las

estrategias de conservacion.

A partir de las anotaciones de los genes de A. alba, se logré identificar los homélogos
de 17 de estos genes que codifican proteinas con funcién conocida. Entre las funciones
de dichos genes destacaron aspectos regulatorios y de sefializacién mediante unién a

nucleétidos y proteinas, asi como funciones de cinasas y oxidorreductasas.

Se encontré que seleccidn negativa es predominante a lo largo de la filogenia de Abies
para estos genes. Esta estaria actuando en al menos 47% de los genes estudiados. Esto
sugiere que las funciones de estos genes, como aspectos metabdlicos y de regulacién,
son relevantes para la supervivencia de estos organismos y que, por lo tanto, se
encuentran constrefiidas evolutivamente. Ademas refuerza la idea de que se trabajo
con un subconjunto de genes, sesgado hacia genes conservados entre especies, lo cual
puede ser un factor que dificulte la deteccién de seleccion positiva, principalmente

con pruebas como la MK y las basadas en coeficientes dn/ds.

Se detectd seleccion positiva no direccional en el gen DCL1, y posiblemente en el gen
CDPK6. También hubo sefiales de seleccion direccional en un gen que codifica una
proteina de union a iones de cobre. Estos resultados sugieren que, a nivel filogenético,

la seleccién natural estaria actuando sobre puntos especificos de las rutas reguladoras
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de las respuestas a diferentes presiones ambientales, como el estrés hidrico, por
congelamiento y luminico, asi como sobre aspectos reguladores del desarrollo y la
fenologia. Al detectar a estos genes como candidatos a ser sujetos de seleccién natural,
se vuelve evidente la necesidad de realizar estudios moleculares sobre la evolucion de
estas familias génicas (DCL’s, CDPK’s) en el género Abies y otras coniferas para arrojar

luz sobre el papel de estas proteinas en la evolucion adaptativa de estas especies.

En el futuro sera necesario buscar sefiales de selecciéon en muestras de datos a nivel
gendmico, asi como mediante estudios de expresion génica y transcriptomica, y
estudios de asociacion gendémica, los cuales permitiran en conjunto evaluar el papel de

la seleccién natural en el género Abies y otras coniferas.
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Anexos

Tabla anexa 1. Disponibilidad de datos por gen y por especie, cobertura, scoring y E-value criticos utilizados
en cada caso para seleccionar los genes

0_3969_01 N N < Si <20% 46% N 100%
20%
0_4032_02 Si NO 100% 87% 100% 70% 87.85 90.39%
%
0_4105_01 N N < 100% <20% 51% 47% 58.16%
20%
0_6448_02* N N 100%  73.80% 64.90% 100% 48% 50.90% 80- 2.00E- 4.00E-43
200 44
0_6566_02* N N 100% 45% 45% <25% 33% 34% 80- 1.00E- 4.00E-33
200 30
0_7009_01 N NO 100% 100% <25% 63% 92.20 94%
%
0_7171_01 N NO 100% 100% 56.28% <50% 71% 93.71%
0_7921_01* N N 100% 62% 53% 40% 33% 34% 80- 1.00E- 2.00E-38
200 27
0_8479_01 N N <20% 63% 44% <20% 66.10 57.29%
%
0_8531_01* N N 100% 93% 81% 42% 72% 69.90% 80- 2.00E- 1.00E-38
200 36
0_9383_01 N N 100% 64% 10% 6% 78.30 100%
%
0_9462_01 N N 12% 100% NO 38% 86.90 60.65%
%
0_12021_01* N N 100% 61% 61% 25% 48.30 50.56% 80- 7.00E- 4.00E-40
% 200 40
0_12156_02 N N 100% 100% <20% <30% 74.80 97.50%
%
0_12190_01* N N 100% 100% 77% <20%  46% 78% 80- 2.00E- 7.00E-40
200 41
0_10054_01 N NO <15% <10% <10% <10% 63.80 ??
%
0_12329_02* N N 100%  94.30% 93.18% <40%  76.50 N 80- 6.00E- 4.00E-40
% 200 40
0_3723_01 Si NO <15% 45%
0_10162_01 N NO <20% 67% 66% <25% 72.46 71.83%
%
0_14221 01 N N 100%  45.50% <25% <25% 62.18 65.50%
%
0_16009_02* Si N 100% 100% 83.17% <20% 77.40 94.71% 80- 1.00E- 3.00E-38
% 200 38
0_16068_01 Si N 100%  45.45% <25% <20% 44.40 46.15%
%
0_16459_01 N NO <20%  43.14% 60% <20%  96.62 90.33%
%
0_18296_01 N N 100%  75.77% <25% <25% 71% 62.43%
0_18644_02 N N <10% <10% NO NO 62.24
%
1_6493_01* N N 100% 89% 48.63% 51.67 94.20 80.85% 80- 7.00E- 5.00E-35
% 200 31
2_2937_01* N N 100% 99% 99% <20%  81.68 63.86% 80- 5.00E- 5.00E-40
% 200 38
2_3852_01 N N 100% <20% <25% <25%  60.85 68.97%
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%

Locus Pinsap  Concol Alba Balsam  Sachalinen  Sibiric Cedru  Pseudola  Scor E- E-value
o] or ea sis a s rix e value (Pseudola
(Cedru rix
s)
2_4107_01 S| NO <20% 49% 0% <15% 64% 29%
2_4724 01 S| Sl <20% 53% 39.50% 50.36  49.63 43.17%
% %
2_5668_01 S| NO 100%  61.13% 55% <20%  30.49 52.19%
%
2_6052_01 S| S| 100%  44.38% <20% <20% 87.72 95.30%
%
2_6313_01* S| S| 100%  67.13% 54.22% <20%  53.07 50.35% 80- 3.00E- 2.00E-35
% 200 36
2_6351_01 S| NO <20%  98.40% 48.86% <20% 38% 42.30%
2_7121_02* S| S| 100%  87.79% 67.46% <20%  55.26 58.61% 80- 3.00E- 6.00E-45
% 200 40
2_7725_01 S| Sl <20% 66% 66% <20%  51.27 34.28%
%
2_7803_01* S| S| 100% 100% 98.68% 93.66 34.82 38.72% 80- 6.00E- 7.00E-39
% % 200 42
2_8011_02 S| S| 100%  85.40% 56.64% <20%  56.86 44.44%
%
2_9930_01 S| S| 100% <20% <20% <20%  76.19 60.90%
%
2_9940_01 S| Sl <20% 100% <20% <20%  97.87 88.27%
%
2_10212_01 S| NO 100% 100% <20% <20%  70.32 51.40%
%
2_10216_01* S| S| 100% 100% 99% <20%  40.81 67.83% 80-  4.00E- 5.00E-40
% 200 38
CL415CONTIG1 S| Sl <20%  48.51% 48.30% <20%  26.24 28.17%
_04 %
CL516Contigl_0 S| S| 100%  73.71% 68.29% 50% 49.22 26.03% 80-  5.00E- 6.00E-45
7* % 200 43
CL708CONTIG1 S| S| 100%  40.65% 40.84% <20%  22.89 23.62% 80- 3.00E- 4.00E-38
_02* % 200 36
CL813Contigl_0 S| S| 83.59 60.67% 36.71% <20% 29.94 26% 80- 1.00E- 2.00E-39
3* % % 200 34
CL1004Contigl_ S| S| 100%  22.18% 22.18% 1322 1291 13.22% 80- 3.00E- 1.00E-28
08* % % 200 32
CL1430CONTIG S| S| NO 19.89% NO NO 25% 19.21%
1_06
CL1489Contigl_ S| NO NO 100% 84.44% NO 72% 44.88%
01
CL1634Contigl_ S| S| NO 100% 73.65% 76.88  62.36 60.21%
01 % %
CL1848Contigl_ S| S| NO 100% 70.37% NO 85.80 96.29%
01 %
CL2332Contigl_ S| S| 100%  46.77% 39% 31.55 28.68 26% 80- 2.00E- 1.00E-36
01* % % 200 36
CL3539Contigl_ S| NO NO 42% 40.57% NO 28.40 27.44%
01 %
CL4257CONTIG S| NO NO 20.30% 62.99% NO 41.48 20.48%
101 %
CL4354Contigl_ S| S| 100%  37.34% 37% NO 34.33 37% 80- 2.00E- 1.00E-36
01* % 200 41
CL4470Contigl_ S| NO NO 32.29% 30.12% NO 22.45 35.65%
01 %
UMN_495_01* S| S| 100%  65.59% 44.38% 52.40 24.77 59.53% 80- 3.00E- 9.00E-40
% % 200 41
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UMN_1337_02* S| S| 100% 100% 100% NO 94.52 100% 80- 1.00E- 7.00E-40
% 200 44
Locus Pinsap  Concol Alba Balsam  Sachalinen  Sibiric Cedru  Pseudola  Scor E- E-value
o or ea sis a s rix e value (Pseudola
(Cedru rix
s)
UMN_1483_01 S| NO NO 78.19% 54.58% NO 23.24 36.75%
%
UMN_1911_01 S| S| 100% NO NO NO NO NO
UMN_2789_01 S| S| NO 88.76% NO NO 24.40 58.96%
%
UMN_4361_01 S| S| NO 99% 97% NO 90% 66.82%
UMN_5272_01* S| S| 100% 100% 50.74% NO 33.83 28.85% 80-  5.00E- 6.00E-45
% 200 38
UMN_5833_01 S| S| NO 100% 52.12% 55.89 62.26 64.15%
% %
UMN_6426_02 S| NO 100%  54.69% 72.74% NO 22.09 52.11%

%
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Tabla anexa 2. Resultados del RRR test. Nimero de sustituciones sindnimas fijas y variables (Sl y
SV) y no sinénimas fijas y variables (Rl y RV) para cada gen en cada una de las 4 ramas internas de
la filogenia. *p<0.05 para el la prueba exacta de Fisher. 2p<0.05 para la prueba G

R S R S R S R S R S
v v v v v v N v v v
0_6448 02 0 8 0 1 1 1 0 0 1 1 15 3 1 2 0 7
%
0_6566_02
07921 01
0 8531 01 0 3 0 0 0 0 2 0 0 4 2 0 4 5 6 2 0 15 0 10
0_12021 01 1 1 0 o 0 0 o0 o0 I 1 1 0 2 2 2 0 0 2 o0 1
0_12190 01 1 26 0 4 1 0 0 0 2 26 0 44 3 28 3 46 0 4 0 3
012329 02 0 33 0 3 1 0 1 0 1 33 1 34 1 37 1 3 0 3 0 4
0_16009_02 o 1 0 2 0 0 0 1 o0 1 0 3 6 I 3 5 0 10 0 8
1 6493 01 0 13 0 9 0 0 0 2 o0 15 0 11 0 17 2 17 0 9 0 8
2 2937 01 0 11 0 3 0 3 0 4 0 14 0 7 6 15 2 9 0 9 0 8
2 6313 01
2 7121 02 1 18 0 7 0 1 0 3 1 19 0o 10 3 21 0 12 0 4 o0 7
2 7803 01 6 1 0 0 1 11 1 4 9 14 1 4 1 15 1 4 0 2 0 3
1
2 10216 01
CL516Contigl 0 0 6 o0 32 0 o0 1 0 0 6 1 32 0 7 1 3 0 1 0 2
7
CL708Contigl 0 2 o0 o0 I 1 o0 o0 o0 3 0 o0 1 5 2 1 1 0 0 o0 3
2
CL813Contigl 0 2 o0 5 1 0 3 0 5 2 3 5 6 3 4 5 8 0 2 0 1
3
CL1004Contigl 2 0 0 O 3 0 0 0 5 0 0 0 6 2 2 0 0 1 0 4
08
CL2332Contigl_ 15 0 4 2 2 2 0 0 1 2 5 3 2 7 17 3 0 0 0 2
01 ° 8 0
CL4354Contigl 1 o0 1 o0 1 1 0 0 4 1 1 0 6 5 2 0 0 6 0 0
01
UMN_495 01 0o 2 1 1 0 0 o0 0 0 2 2 1 2 2 5 6 0 2 0 3
UMN 133702 0 14 0 16 0 0 0 0 0 14 0 16 0 14 2 16 0 1 0 3
UMNs527200 0 7 0 0 2 0 3 1 2 7 3 1 3 10 3 4 0 2 0 4
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Tabla anexa 3. Anotacidn de los genes retenidos para los estudios de acuerdo con Mosca et al.,
2012

Gen Proteina Funcion bioldgica

0_644 Helicasa dependiente G0:0003725 Unién a RNA de doble cadena
8_02 de ATP (DCL1)

0_656 Proteina desconocida
6_02

0_792 Unidn/catalisis/oxidor ~ GO:0005488 Unién|G0:0016491 actividad oxidorredctasa|GO:0003824 actividad catalitica
101 rectuctasa

0_853 Unidn a iones de G0:0016491 actividad oxodorredcutasa|GO:0005507 unidn a iones de cobre
101 cobre/oxidorredcutas
a
0_120 SRF8 (STRUBBELIG- G0:0016301 actividad cinasa|G0:0004672 proteina cinasa| G0:0005524 Unién a ATP|G0:0004872

21_01 RECEPTOR FAMILY 8) actividad receptora|G0:0000166 unidn a nucleétidos | GO:0005515 Unidn a proteinas

0_121 Proteina desconocida

90_01

0_123 Proteina de unién a G0:0003676 Unidn a acidos nucléicos|GO:0003723 Unidén a RNA|G0:0000166 Unidn a nucledtidos
29_02 poli A

0_160 Proteina argonauta G0:0003676 Unidn a acidos nucléicos|GO:0005515 unidn a proteinas

09_02

1_649 Proteina desconocida

3_01

2_293 Antiportador de G0:0005524 Unidn a ATP|G0:0005471 Actividad antiportadora de ADP:ATP

7_01 ADP:ATP

2_631 Proteina desconocida

3_01

2_712 Proteina desconocida

1_02

2_780 Proteina desconocida

3_01

2_102 Unidn a ubiquitina Division celular. Ramificacién de tricomas

16_01 (ELC)

CL516 ATPasa/ Pirofosfatasa G0:0009678 Pirofosfatasa transportadora de hidrégeno|G0:0004427 actividad difosfatasa
Contig  transportadora de inorganica

1_07 hidrégeno (AVP1)

CL708 1-deoxy-D-xylulosa-5- G0:0016491 actividad oxidorreductasa|G0:0030604 actividad 1-deoxy-D-xylulose-5-fosfato

Contig  fosfato reductoisomerasa | GO:0003824 actividad catalitica] GO:0016853 actividad isomerasa|GO:0046872
1_02 reductoisomerasa union a iones metalicos

CL813 sucrosa sintasa G0:0016157 Sintesis de sucrosa

Contig

103

CL100 proteina del complejo ~ GO:0051082 Unidn a proteinas no plegadas|G0:0005524 unién a ATP|G0:0000166 union a
4Conti  t, subunidad 1 epsilon nucleétidos| GO:0005515 unién a proteinas

gl_08

CL233 Cinasa dependiente G0:0016301 actividad cinasa| GO:0004672 proteina con actividad cinasa| GO:0005524 unién a
2Conti  de calcio 6 (CDPK6) ATP|GO0:0005509 unidn a iones de calcio| GO:0016740 actividad tranferasa| GO:0000166 union a
gl_01 nucleétidos| GO:0004674 cinasa de serina/treonina

CL435 Fosfatasa de G0:0005506 union a iones de hierro| GO:0004721 fosfoproteina con actividad fosfatasa

4Conti serina/treonina
gl 01  (PP2A-3)

UMN_  Transferencia de G0:0003843 1,3-beta-D-glucano sintasa
495_0 grupos glucosilo
1

UMN_  alfa-trehalosa-fosfato G0:0003824 actividad catalitica
1337_ sintasa

02

UMN_  Familia 6- G0:0050661 Unidn a NADP|G0:0004616 actividad fosfogluconato deshidrogenasa

5272_  fosfogluconato (descarboxilacién) |GO:0070401 unidén a NADP+|G0:0050662 unién a coenzimas|G0:0016491
01 deshidrogenasa actividad oxidorreductasa|G0:0003824 actividad catalitica| GO:0005488 unidn
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