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Resumen

El copépodo Leptodiaptomus grupo sicilis cuenta con cuatro poblaciones que habitan lagos
ecolégicamente contrastantes dentro de la Cuenta Oriental Mexicana que, en esta tesis, se
denominan como L. “Atexcac”, L. “El Carmen”, L. “La Preciosa” y L. “Quechulac”. Estudios
previos han mostrado la existencia de diferenciacion ecolégica y de aislamiento
reproductivo precigético por inviabilidad de los migrantes, ademas de aislamiento
reproductivo postcigético por inviabilidad del hibrido entre al menos dos de estas
poblaciones, aunque, al utilizar marcadores moleculares estandar (citocromo oxidasa
subunidad I; COIl) la divergencia genética se describe como baja, pero con genotipos
exclusivos entre lagos. Con el fin de describir y analizar mejor los patrones de diversificacion
de las poblaciones en tiempo ecoldgico, se realizé un estudio de genémica poblacional con
un método de genotipado por secuenciacién (genotyping by sequencing; GBS por sus siglas
en inglés) que identificé 25,870 marcadores moleculares polimérficos (Single Nucleotide
Polymorphism; SNPs por sus siglas en inglés). Dentro de este conjunto se identificaron
1,700 SNPs con frecuencias genotipicas que no se ajustan a la neutralidad para las cuatro
poblaciones. Los resultados de diversidad genética mostraron diferencias importantes entre
cada una de las poblaciones, mientras que los analisis jerarquicos de agrupamiento fueron
convincentes definiendo siempre cuatro grupos independientes. El andlisis de varianza
molecular mostré que la mayor variacion esta dentro de las poblaciones cuando se analizan
los 25,870 SNPs totales, por contrario el andlisis basado en 1,700 SNPs atipicos muestra
que la mayor variacion molecular esta entre poblaciones. Los valores del indice Fs;
mostraron el valor de diferenciacion mas alto entre las poblaciones L. “Atexcac” y L. “El
Carmen” (Fs; = 0.2692), mientras que el valor mas bajo se registr6 entre L. “La Preciosa” y
L. “Quechulac” (Fsr = 0.0857), este patrén se repiti6 con ambos conjuntos de SNPs pero,
cabe resaltar que con los 1,700 SNPs (entre L. “Atexcac’ y L. “El Carmen” el Fs;= 0.8063 y
entre L. “La Preciosa” y L. “Quechulac” el Fs; = 0.3860) los valores son considerablemente
mas altos en comparaciéon a los que se obtiene con 25,870 SNPs. Las relaciones
filogenéticas igualmente mostraron este patron, definiendo que las poblaciones afines de
copépodo L. grupo sicilis han divergido en 4 clados independientes (L. “Atexcac”, L. “El
Carmen”, L. “La Preciosa” y L. “Quechulac”) y perfectamente definidos con historias
evolutivas independientes. Dados todos estos resultados, donde los patrones de
divergencia genética y las relaciones filogenéticas entre las poblaciones indican que las
poblaciones dulceacuicolas (L. “La Preciosa” y L. “Quechulac”), son mas cercanas entre si

y que la poblacién mas divergente es aquella proveniente del lago somero y altamente



variable (L. “El Carmen”), sugieren que las condiciones ecoldgicas diferenciales y bajo
eventos recientes de deriva genética (persistencia de eventos fundadores), tasas
constantes de mutacion y reforzadas por seleccidén divergente, resultado del aislamiento
geografico (resultado de una aparente tasa de dispersion baja), pero principalmente por los
factores ecoldgicos contrastantes, han propiciado la divergencia interpoblacional, la
adaptacion local y un evento de especiacién ecolégica como se ha analizado en trabajos
previos. Estos resultados contribuyen a sentar las bases moleculares para poder explorar
a futuro las caracteristicas genéticas y funcionales asociadas a la evolucién adaptativa de

este complejo de especies de copépodos afines a L. grupo sicilis.



Introduccion

Diversificacién Genética y Evolucion Adaptativa

La gendmica poblacional estudia la composicién genética de las poblaciones, su
distribucién, los cambios genotipicos y las frecuencias alélicas de los individuos, a través
de marcadores moleculares con cobertura a escala genémica dentro y entre poblaciones,
desarrollando un marco matemético para describir las tasas de cambio evolutivo modeladas
por mecanismos como la mutacién, recombinacion, deriva genética y seleccion natural, que
operan directamente sobre la variacion genética en escala ecoldgica. Asi, esta disciplina ha
demostrado ser una de las herramientas més eficiente para el estudio de la ecologia
evolutiva, dilucidando los eventos y procesos que originan y acumulan cambios progresivos
en los organismos a través del tiempo, permitiéndoles sobrevivir y reproducirse dando forma
a la variacién y estructura genética de las poblaciones naturales, asi como la importancia
de los procesos adaptativos y no adaptativos, y si el ritmo predominante de cambio es
gradual o episddico dentro de procesos de especiacion posteriores (Barrick, y Lenski, 2013;
Eguiarte et al., 2013; Ellegren y Galtier, 2016; Wolf y Ellegren, 2016).

Darwin (1859) concluy6 que los organismos deben estar expuestos a condiciones
nuevas durante varias generaciones para que se produzca un grado considerable de
variacion con base en su naturaleza y la naturaleza de las condiciones ambientales. Asi,
la diversidad genética o polimorfismo genético se define como las diferencias existentes en
la secuencia de DNA entre individuos de una especie o poblacién, la cual es un aspecto
clave para que ocurra la evolucién bioldgica, ya que la variacion permite la resiliencia y
supervivencia de una poblacién frente a las condiciones ambientales dinamicas y
contrastantes, considerandose una ventaja ante escenarios inesperados. Esta variabilidad
entre los individuos es la responsable de que ocurran cambios adaptativos a lo largo del
ciclo de vida de una especie, es decir, influye en los rasgos de la historia de vida de los
genotipos y, en consecuencia, en la dinamica poblacional, impactando los sistemas de
apareamiento, la prevalencia de los efectos de ligamiento y el tamafio efectivo de la
poblacion. Por ejemplo, se sabe que las especies con tasas altas de fecundacion, que
liberan un gran nimero de huevos en el ambiente (llamados estrategas r), son mucho
mas polimorficos en comparacién con especies que producen un menor namero de
descendencia y proporcionan un mayor cuidado parental (llamados estrategas K;
Ellegren y Galtier, 2016).



En una poblacién ideal, panmictica, se espera que se mantenga el tamafio efectivo
de la poblacion (Ne), que es el numero de individuos reproductores en una poblacién
idealizada de tamafio constante con apareamiento aleatorio que mostrarian la misma
cantidad de diversidad genética que una poblacion real. Y si las poblaciones fueran
infinitamente grandes y los procesos evolutivos como la seleccién, la mutacion y la
migracién fueran ignorados, entonces la frecuencia de las variantes genéticas se
mantendria igual durante generaciones (en Equilibrio de Hardy-Weinberg). Sin embargo,
no ocurre asi, en general, las poblaciones con un alto nivel de variacion genética son el
resultado de un elevado flujo génico entre poblaciones y de tamafios poblaciones grandes.
Por el contrario, si las poblaciones de una especie son muy diferentes entre si, es posible
que se trate de poblaciones mas pequefias y/o que exista flujo génico bajo entre ellas
(Eguiarte et al., 2013; Ellegren y Galtier, 2016). Ademas, los patrones de apareamiento en
las poblaciones naturales con flujo genético también juegan un papel importante en la
diversidad genética, ya que suelen ser no aleatorios, es decir que ocurren bajo la seleccion
de rasgos especificos, y estas elecciones pueden estructurar las frecuencias de genotipos
que aparecerdn en generaciones sucesivas. Como consecuencia, el flujo genético no
aleatorio puede conducir a la endogamia (apareamiento entre individuos con genotipos muy
locales), que tiende a homogenizar la variacion genética o exogamia (apareamiento entre
individuos con genotipos inmigrantes) que puede conducir a una variacion genética mas

heterogénea a nivel interpoblacional (Klug y Cummings, 1996).

El flujo génico y la deriva génica pueden actuar en conjunto en la estructuracion
genética entre poblaciones. La deriva génica describe las fluctuaciones aleatorias (fijacion
y pérdida de alelos) en el nimero de variantes genéticas de una poblacién, que ocurre
cuando la aparicion de formas variantes de un gen (alelos) aumenta o disminuye por
casualidad a lo largo del tiempo. Por lo general, el efecto de la deriva genética se da en
mayor magnitud en poblaciones pequefias y ocurre después de que una poblacion
experimenta un cuello de botella, donde alelos raros (con poca frecuencia) se enfrentan a
una mayor probabilidad de perderse o que se fije un alelo tUnico en un locus particular dentro
de una poblacién, provocando la disminucién de la diversidad genética, lo que puede causar
gue una nueva poblacion sea genéticamente distinta a la poblaciéon ancestral. Esto ha
llevado a la hipotesis de que la deriva génica juega un papel importante en la diversificacion
de las poblaciones. Por su parte, si el movimiento de individuos entre poblaciones es exitoso
y los migrantes tienen la capacidad de permanecer y tener apareamiento con individuos

que se encuentran en el lugar de destino, contribuirdn a la entrada de gametos portadores



de alelos que pueden alterar la proporcion existente de alelos en la poblacién de destino
(Klug y Cummings, 1996; Tobler et al.,, 2008). Asi, en un modelo simple, donde los
individuos tienen las mismas probabilidades de dispersarse entre poblaciones y mantienen
una tasa constante de migracion (m, que es la fraccion de copias de genes dentro de una
poblacion introducida por inmigracion por generacion), un solo migrante por generacion (Ne
m = 1) podria constituir un flujo de genes suficiente para contrarrestar los efectos
diversificadores de la deriva génica, pero, si la deriva o el efecto de fundacion son
persistentes y el flujo de migrantes no es constante, puede ocurrir la divergencia, y

eventualmente la especiacion (Andrews, 2010).

Las mutaciones, que son los cambios aleatorios y espontaneos dentro de las
secuencias de DNA de un organismo, se dan por causas diversas, como son las fuentes de
radiacion, la exposicion a productos quimicos en el ambiente o por errores durante la
replicaciéon del DNA. Generalmente, se dividen en dos tipos: mutaciones puntuales y
cromosdémicas. Las mutaciones puntuales son aquellos cambios en uno o mas nucleétidos,
existen las sustituciones (una base se agrega incorrectamente durante la replicacién), las
inserciones (se adicionan uno o mas nucledtidos en el DNA replicado) y las supresiones
(uno o mas nucleétidos se “saltan” cambiando el marco de lectura) de uno o varios pares
de bases nuevos en las cadenas de DNA. Mientras que las mutaciones cromosdémicas se
dan a mayor escala, en el cual se alteran grandes segmentos de cromosomas. En este
caso, los fragmentos de cromosomas pueden eliminarse, duplicarse , invertirse, trasladarse
a cromosomas diferentes o reorganizarse de otro modo, lo que resulta en cambios como la
modificacion de la dosificacion del gen, la ausencia completa de genes o la alteracion de la
secuencias y suelen ocurrir durante la meiosis por dafio irreparable del DNA, errores de la
polimerasa, eventos de recombinacion intragendmica, movimientos de elementos
transponibles o por deslizamientos durante la recombinacion del DNA (Carlin, 2011). Las
mutaciones pueden ser identificadas como benéficas, neutrales, deletéreas o letales con
respecto a sus efectos sobre la eficacia bioldgica de los organismos o de las poblaciones
en conjunto (Barrick y Lenski, 2013). Las mutaciones son esenciales para que ocurra la
evolucion ya que son la fuente de las nuevas caracteristicas genéticas en los organismos,
estas nuevas variantes (alelos) se propaga a través de la reproduccién y, en caso de ser
beneficiosas, permiten que un organismo se alimente, crezca, sobreviva y se reproduzca
de manera mas eficiente, por lo tanto, el alelo mutante, con el tiempo, tenderé a incrementar
su frecuencia dentro de la poblaciéon. En el caso de las mutaciones deletéreas también

pueden generar cabios evolutivos importantes en las poblaciones, reduciendo las


https://www.nature.com/scitable/topicpage/DNA-Deletion-and-Duplication-and-the-Associated-331

frecuencias alélicas al eliminar individuos que podrian estar portando alelos adaptativos en
otros genes, aunque este fendmeno se da principalmente en poblaciones pequefias
(Carlin, 2011). Las tasas de mutacion cambian a lo largo del tiempo evolutivo, por lo tanto,
es importante entender cémo los factores genéticos y ambientales afectan las tasas de

mutacion en poblaciones divergentes (Barrick y Lenski, 2013).

Por otro lado, la seleccion natural ocurre cuando los rasgos heredables de los
organismos con una mayor supervivencia y éxito reproductivo incrementan su frecuencia
dentro de la poblacion, transmitiendo sus caracteres ventajosos a la siguiente generacion.
Y se da bajo las siguientes condiciones: la existencia de variabilidad genética (individuos
con diversidad), que al menos una parte de dicha variabilidad debe ser heredable a la
siguiente generacion (es decir, que la variacion tenga una base genética), que existan
individuos méas exitosos que otros y que los rasgos que mejoran la eficacia de los
organismos no sean aleatorios y, por lo tanto, que sean seleccionados (Darwin, 1859).
Cuando las poblaciones se encuentran sujetas a seleccion natural presentan tres
escenarios evolutivos probables: 1) un Unico especialista adaptado de forma éptima a un
habitat (generalmente el mas comun o productivo), y poco adaptado a otros escenarios con
pocas oportunidades de migrar y establecerse en nuevos habitats. 2) Generalistas
adaptados para tolerar tipos mdultiples de habitats, estos pueden ser generalistas
intermedios, fenotipicamente uniformes o expresar fenotipos alternativos bajo diferentes
condiciones ambientales, es decir, con alta plasticidad fenotipica. 3) Mltiples especialistas
gue pueden adaptarse localmente a los diferentes tipos de habitats alternativos, por lo tanto,
se esperarian fenotipos especializados divergentes que maximicen su eficacia biolégica en
un habitat dado y no migren entre los diversos tipos de habitats, lo que resulta en un flujo
genético limitado entre las poblaciones (Tobler et al., 2008). Este ultimo dependera de la
velocidad a la que un alelo ventajoso se fije, y depende en parte de las relaciones de
dominancia entre alelos en el locus (o los loci) en cuestion. Por lo tanto, loci bajo seleccion
divergente deberian exhibir una mayor diferenciacion que las regiones neutrales débilmente
ligadas o desvinculadas y, si la seleccién actla fuertemente, las poblaciones pueden llegar
al aislamiento genético y reproductivo. Asi, la seleccion natural es el mecanismo mas
importante del cambio de frecuencias alélicas y el Unico que genera la adaptacion de

organismos a sus entornos (Xu et al., 2017).

Un reto importante ha sido el como visualizar y analizar adecuadamente la

diversidad genética entre individuos y poblaciones, para ello, se han desarrollado mdltiples



tecnologias que analizan la variacion genética de las especies. Por ejemplo, recientemente,
se han desarrollado técnicas para la genotipificacion utilizando la secuenciacion de préxima
generacion (NGS, por sus siglas en inglés Next Generation Sequencing) como un método
Gtil para producir una gran cantidad de marcadores en genomas de alta densidad y a un
bajo costo. Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés Single
Nucleotide Polymorphism) son los marcadores de DNA mas comunes en la actualidad para
el estudio genético de las poblaciones. La genotipificacién por secuenciacion (GBS, por sus
siglas en inglés Genotyping By Sequencing) utiliza los beneficios de las enzimas de
restriccion para la reduccion de la complejidad de los genomas y crear bibliotecas
gendmicas adecuadas para la identificacion de SNPs y poder realizar estudios genémicos
caracterizando poblaciones, patrones reproductivos y mapeo de rasgos genéticos de

diversos organismos asociados a la adaptacién local (Elshire et al., 2011).

El grado de divergencia genética a menudo se mide utilizando los estadisticos F de
Wright (1931) que son un conjunto de medidas jerarquicas de las correlaciones de alelos
dentro de los individuos y dentro de las poblaciones. El estadistico F mas relevante para el
estudio del flujo de genes es el indice de fijacion Fsr desarrollado por Wright (1996), este
parametro es especialmente til para analizar los datos de SNPs, el indice tiene varias
interpretaciones; el mas famoso es la varianza en las frecuencias alélicas entre
poblaciones, ¢ 2, , estandarizada por la frecuencia media de alelos ( p ) para ese locus:
Fsr = a,/lp(1—-p)l- Donde los valores mas grandes representan una mayor diferenciacion
entre las poblaciones. Esta derivacion mide el grado de diferenciacion genética y el valor
de Fst puede oscilar entre 0 (sin diferenciacién) y 1 (diferenciacién completa, en la que las
otras poblaciones se fijan para alelos exclusivos; Norgard y Schultz, 2008; Andrews, 2010;
Nosil y Buerkle, 2010;). La diferenciacion de las poblaciones depende estrictamente de la
diversidad genética intraespecifica y de la diversidad fenotipica de cada poblacion, por ello,
es importante entender como los factores determinantes de la diversidad genética (véase,
Fig.1) actuan sobre la historia de vida de los individuos que componen las poblaciones, y
como varian sus estructuras genéticas bajo diferentes contextos ecolégicos, y si estas
variaciones son resultado de los factores que determinan la diversidad genética a nivel local

y/o regional (Fig. 1).
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Figura 1. Visién general de los factores determinantes de la diversidad genética (tamafio efectivo de

la poblacion, deriva genética, mutacion y seleccién) donde la direccion de correlacion se indica con

los simbolos — y +. Tomado y modificado de Ellegren y Galtier (2016).

La divergencia ecolégica se puede definir como el proceso mediante el cual una
especie puede formar dos 0 mas linajes y es promovido principalmente por mecanismos
evolutivos, barreras geogréficas y/o ecoldgicas como respuesta a condiciones bibticas y/o
abidticas contrastantes, la cual conduce a la divergencia de rasgos genéticos y aislamiento
reproductivo entre las poblaciones. En modelos que conducen a la especiacion ecolégica,
el aislamiento reproductivo evoluciona incidentalmente como un subproducto, pero cada
vez que ocurre seleccion natural divergente entre las poblaciones, puede acompafarse de
seleccidn directa en el aislamiento pre reproductivo (Arnegard et al., 2014). Se conoce que
una variedad de agentes selectivos biéticos puede conducir al aislamiento reproductivo,
como la interferencia reproductiva, el uso diferencial de recursos, la competencia
interespecifica por recursos, la depredacion y el parasitismo (Tobler et al., 2008). Es por
ello, que la seleccion divergente solamente puede actuar en escenarios con base en
factores ecoldgicos contrastantes. Sin embargo, los eventos fortuitos también desempefian

un papel importante en la divergencia ecolégica como la poliploidizacion, la hibridacion, la



deriva genética, los cuellos de botella y los eventos de efecto fundador (Coyne y Orr, 2004).
Aunque estos eventos suelen estar acompafnados de algun tipo de seleccion (Schluter,
2000). Asi mismo, la seleccion entre ambientes divergentes es consistente con el modelo
clasico de especiacién alopatrica, aunque la separacién geografica no es un requisito
previo, pues también puede ocurrir entre las poblaciones simpatricas que ocupan nichos
separados dentro de una misma area geografica 0 un mismo sistema ecoldgico. Asi,
cuando la seleccion divergente persiste lleva a la especiacion ecoldgica, teniendo como
condicién que las poblaciones presenten una base ecoldgica de seleccién divergente, una
forma de aislamiento reproductivo y un mecanismo genético que los mantenga vinculados
(Rundle y Nosil, 2005). Sin embargo, la prevalencia en la naturaleza de la seleccién natural
divergente entre ambientes tampoco esta clara, si existen entornos intermedios y los
fenotipos intermedios funcionan bien en ellos, entonces, en teoria es posible que las
poblaciones adaptadas a diferentes entornos se hayan separado unas de otras por deriva
genética solamente (Gavrilets, 2004; Schluter, 2000). Por ello es importante analizar y
describir la variacion y estructura genética en las poblaciones para poder inferir y
comprender mejor: (1) ¢,Cémo los factores que determinan la variacion genética conducen
la evolucion? (2) ¢ Qué efecto tienen las fluctuaciones de la variacion genética en conjunto
con los mecanismos evolutivos en las poblaciones a lo largo del tiempo ecolégico? Y, (3)
¢En qué grado la divergencia genética determina los procesos de adaptacion, divergencia

de linajes y eventualmente la especiacion?

Copépodos de Aguas Continentales

Los sistemas Iénticos (lagos y estanques) son un conjunto diverso de habitats de agua dulce
o salina que proporcionan recursos y habitats esenciales para los organismos terrestres y
acuaticos. Tienen una distribucion amplia, discreta a manera de islas que representan poco
mas del 3% de la superficie de la Tierra (Downing et al., 2006). La dinamica y estructuracion
de las comunidades biol6gicas de estos sistemas estan determinadas por el conjunto de
factores bidticos y abidticos que los caracterizan, de manera que los factores fisicos y
quimicos del agua pueden llegar a limitar la amplitud de las distribuciones de especies
debido a las capacidades ecofisiol6gicas que tienen para hacer frente a las condiciones
locales. Por ejemplo, existen especies que pueden toleran la temporada de sequia y por
ello mantienen una distribucion mas amplia, colonizando una mayor diversidad habitats,
mientras que las especies que no toleran las sequias estan restringidas a los lagos

permanentes. Asi, los lagos estan conformados por elementos y factores muy particulares,



que, aunado a su aislamiento intrinseco dado su patron de distribucion, los hacen Unicos,
por lo que no es raro encontrar alta diversidad especifica cuando se comparan, algunas de
ellas endémicas que han evolucionado, principalmente, a través de la radiacion adaptativa
(Cristescu et al., 2010). Por estas razones, los lagos son excelentes sistemas para el
estudio de la divergencia ecolédgica, ya que sus caracteristicas ambientes contrastantes
generan tasas de evolucion altas en cada cuerpo de agua, por lo que se han descrito altos
grados de adaptaciones locales, es decir, el ajuste de los rasgos de los organismos a su
ambiente en condiciones patrticulares, asi como las diferencias genéticas interpoblacionales
teniendo repercusiones directas en la distribucién, dinamicas y estructuras genéticas

poblacionales y comunitarias (De Meester et al., 2002; Heino, 2011).

Los copépodos son uno de los metazoos mas abundantes en la Tierra, estos
pequefos crustaceos acuaticos muestran una amplia gama de adaptaciones morfolégicas
y fisiologicas a diferentes habitats, colonizado casi todos los ecosistemas acuticos
bentbnicos y planctdnicos, en la mayoria de casos dominan sobre otros grupos de
invertebrados crustaceos y no crustaceos en cuerpos de aguas continentales, donde estan
representados por ~3,000 especies (Boxshall y Defaye, 2008), pertenecientes a seis

ordenes: Platycopioida, Misophrioida, Calanoida, Cyclopoida, Harpacticoida y Gelyelloida.

Como se describié previamente, la distribucion y colonizacién de los habitats en los
sistemas acuaticos continentales y subterraneos es, a menudo, el resultado de invasiones
multiples, frecuentemente seguidas de radiacion adaptativa a través de la diversificaciéon de
nichos (Vaillant et al., 2013). Los copépodos en pequefias escalas se ven fuertemente
afectados por la heterogeneidad en el tipo de habitat, como la disponibilidad de recursos y
la presencia de depredadores. Su distribuciébn a escala biogeografica se relaciona
principalmente con procesos geoldgicos, climaticos y geograficos que ocurrieron en escalas
de tiempo de mediano a largo plazo, afectando los patrones de colonizacion y la
diversificacion de los copépodos de aguas continentales, lo que ha dado lugar a una serie
de religuias filogenéticas con una distribucién de alto grado de endemismo a diferentes
niveles taxondémicos y se ve reflejado en la composicion de comunidades de copépodos
caracterizadas por relaciones filogenéticas distantes (Galassi et al., 2009). Asi, la amplia
diversidad biologica y ecologica de la subclase Copepoda proporciona ventajas Unicas para
explicar problemas clave en los sistemas acuéticos desarrollando estrategias de analisis
gendmicos que ayuden a descifrar, por ejemplo, los patrones de evolucion y la identificacion

de mecanismos genéticos y los cambios fisioldégicos asociados con la adaptacion a nuevos



entornos. En este sentido, la disponibilidad de recursos gendémicos a gran escala con que
se cuenta actualmente permite abordar cuestiones clave para entender procesos complejos

en diversos ambitos de la ecologia y evolucion (Bron et al., 2011).

Antecedentes

En un estudio reciente, Barrera-Moreno et al. (2015) analizaron las poblaciones de estos
copépodos, y demostraron que la seleccion divergente y los factores ecologicos pueden
explicar los patrones de diversificacion en estos organismos zooplancténicos. Estos autores
reportan una divergencia en al menos tres fenotipos diferentes: dos adaptados localmente,
especializados en los lagos con salinidad constante (salina vs. agua dulce) y un fenotipo
intermedio generalista que habita en el lago temporal con fluctuacion de la salinidad, lo que
ocasiona que el éxito de los inmigrantes entre lagos sea poco probable. La divergencia
genética para el gen citocromo oxidasa subunidad | (COI) es baja (>0.4%), pero existen la
presencia de genotipos exclusivos en algunos lagos, que, en conjunto, permite inferir la
existencia de restricciones en el flujo genético y que genera una fragmentacion alopétrida

de las poblaciones.

Recientemente, Barrera-Sanchez (2016) realizé un estudio con las poblaciones de Atexcac
y La Preciosa de estos copépodos en el que documenta la existencia de aislamiento
reproductivo postcigético asimétrico, resultados que sugieren la divergencia del linaje en al
menos dos especies biolégicas diferentes, que habitan sistemas contrastantes, el lago

salino Atexcac y otra en el lago dulceacuicola La Preciosa.



Leptodiaptomus grupo sicilis como modelo de estudio

La distribucion geogréfica del copépodo L. sicilis (Forbes, 1882) se encuentra restringida al
norte de América, abarcando cuerpos de agua tanto dulces como salinos (Robertson y
Gannon, 1981; Balcer et al.,, 1984). En México, se registré por primera vez en el lago
Atexcac (Macek et al., 1994) y, posteriormente, en la misma cuenca hidrolégica se
adicionaron otras tres poblaciones afines a la especie en los lagos La Preciosa, El Carmen
y Quechulac (Barrera-Moreno, 2010), los antecedentes presentados esxponen
diferenciacién genética y reproductiva entre al menos dos poblaciones, lo que hace a L.
sicilis de estas poblaciones un excelente modelo de estudio para el estudio de la divergencia

ecologica.

Justificacion

Basado en lo anterior, es necesario realizar analisis mas finos de la diversidad y estructura
genética/gendmica dentro y entre poblaciones de los copépodos afines a L. sicilis, asi, como
analisis de inferencia bayesiana de las relaciones filogenéticas mediante el mapeo
gendmico de los individuos que componen cada una de las poblaciones, usando
metodologias moleculares que revelen los procesos que han dado lugar a patrones de
diversificacion en tiempo reciente, como es el uso de genotipado por secuenciacion (GBS)
gue permiten visualizar polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs). Su uso representa una
ventaja al momento de evaluar diversidad genética con una mayor cobertura a nivel
gendmico, y asi, poder inferir los mecanismos evolutivos que han modelado y estructurado
la variacion genética dentro y entre las poblaciones en estos ambientes contrastantes. Para
que eventualmente, permita la posibilidad de estudiar los patrones adaptativos e identificar
mecanismos genéticos y cambios fisioldgicos y/o morfoldgicos con un valor adaptativo bajo
condiciones locales contrastantes en organismos que han sido bien caracterizados
ecolégicamente, como es el caso de los copépodos denominados hasta ahora como L.

grupo sicilis.



Hipotesis

1. Las poblaciones del copépodo L. grupo sicilis (L. cf. sicilis; véase, Barrera-Moreno
et al.,, 2015) presentardn valores significativos de diferenciacion genética
interpoblacional, formando una estructura genética particular para cada lago y
relaciones filogenéticas bien diferenciadas como resultado de habitar en sistemas
ecoldgicos contrastantes.

1.1 Las poblaciones que habita los lagos profundos y estables, Atexcac, La Preciosa
y Quechulac presentaran una mayor proporcién de homocigosis, resultado de
un nicho ecolégico poco variable, que han conducido a la adaptacion a las
condiciones locales y al poco éxito de la entrada de nuevos migrantes. Por el
contrario, El Carmen presentara una frecuencia de mayor diversidad genética y
heterocigosidad debidas a la alta variabilidad ambiental estacional propia de

este lago.

1.2 Como resultado de una alta estructuracién genética entre poblaciones y el bajo
o nulo flujo genético en tiempos recientes, las relaciones filogenéticas mostraran

unidades evolutivas independientes por lago.



Objetivos

Objetivo General

Analizar la diversidad y estructura genética para entender las relaciones filogenéticas de
las poblaciones de los copépodos L. grupo sicilis (i.e., L. “Atexcac”, L. “El Carmen”, L. “La
Preciosa” y L. “Quechulac) que habitan lagos ecolégicamente contrastantes en la Cuenca
Oriental, México, por medio del andlisis gendmico de sitios altamente polimorficos, y
entender el papel de los procesos de divergencia ecolégica en poblaciones que divergieron

en tiempo reciente.

Objetivos Particulares

o ldentificar marcadores moleculares polimérficos y de calidad a lo largo de todo el
genoma de individuos provenientes de los diferentes lagos, para describir la
diversidad genética dentro y entre poblaciones.

o Analizar la variabilidad de las frecuencias alélicas y describir la estructura genética
dentro y entre poblaciones.

o Inferir procesos evolutivos a través de la descripcidn de las relaciones filogenéticas

gue ha estructurado las poblaciones de los copépodos L. grupo sicilis.



Area de Estudio

La Cuenca Oriental Mexicana es una cuenca endorreica, que se localizan entre los estados
de Puebla, Tlaxcala y Veracruz, en las coordenadas 18°48' - 19°43' N y 97°09' - 98°03' W
(Figura 2), dentro del Distrito Oeste de la Faja Volcanica Transmexicana (Escalante et al.,
2007) a una latitud promedio de 2,300 m s.n.m., la cual abarca una superficie de 5,250 km?,
aproximadamente (Alcocer et al., 1993), y comprende los llanos de San Juan y San Andrés.
Predominan suelos con sustrato calizo tipo Rendzina, ademas de Regosol, Litosol, Feozem,
Andosol y Cambisol. Tiene contacto con zonas tropicales hiUmedas al este y templadas al
norte y al oeste. Sus recursos hidricos Iénticos son los lagos: Alchichica, San Luis Atexcac,
La Preciosa, Aljojuca, San Miguel Tecuitlapa, Quechulac y Totolcingo (i.e., EI Carmen), los
pantanos de Tepeyahualco y algunas presas. Las caracteristicas basicas limnoldgicas
generales son una salinidad de 1.2-14 g/lI; pH = 8-9; temperatura anual promedio entre 12.8-
14.4°C; precipitacion anual promedio entre 425-656 mm. El andlisis del agua de los lagos
sefiala una elevada concentracion de aniones y cationes, lo que permite dividirlos en dos
grupos: los salinos formado por los lagos de Alchichica y Atexcac, y aquellos con menor
carga iénica formado por los lagos restantes. El sedimento de todos los lagos es de textura
arenosa y baja concentracién de nutrientes. Los lagos crater corresponden a lagos tipo
maar y se les incluye dentro del tipo 11 de la clasificacién de Hutchinson (1975). Tienen su
origen en conos con explosion volcanica durante el Pleistoceno tardio (Carrasco-Nufiez et
al., 2007), y presentan altas concentraciones de cloruros, bicarbonatos de sodio, magnesio
y una elevada conductividad eléctrica (Davies et al., 2002). En la actualidad los lagos de
Tepeyahualco y ElI Carmen son lagos someros, terminales y polimicticos. El agua que
alimenta los lagos proviene de los mantos freaticos principalmente y, en menor medida, de
la precipitacion pluvial directa (Alvarez, 1950). Quechulac, La Preciosa y Atexcac son lagos
monomicticos calidos, que presentan generalmente una estratificacion durante los meses
de abril a diciembre y una mezcla invernal de enero a marzo. Sus caracteristicas
limnoldgicas son contrastantes, van desde el agua dulce hasta la salina, con un promedio
de salinidad desde 0.42 a 6.5 g L (Tabla 1) y son oligotréficos. El lago El Carmen es un
lago tipo playa, somero, estacional con una profundidad méxima ~30 cm y presenta el

gradiente de salinidad mas amplio (véase Tabla 1).
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Figura 2. Mapa de la localizaciéon de los lagos EI Carmen, San Juan Atexcac, La Preciosa y
Quechulac en la Cuenca Oriental Mexicana (tomado del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) y modificado para esta tesis).

Tabla 1. Comparacién de algunas caracteristicas limnoldgicas importantes y contrastantes
de los cuatro lagos donde habita los copépodos L. grupo sicilis ubicados en la Cuenca
Oriental, México (modificado de Caballero et al., 2001).
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Barrera-Moreno (2010), registr6 copépodos con caracteristicas morfolégicas que
corresponden a la especie L. sicilis (Forbes, 1882), habitando en los Lagos La Preciosa, El
Carmen, Atexcac y Quechulac. Dados los resultados recientes que revelan que estos
copépodos presentan patrones de aislamiento precigético y postcigético entre sus
poblaciones (véase, Barrera-Moreno et al., 2015; Barrera-Sanchez, 2016), y para facilitar la
comunicacion en esta tesis, los hemos denominado adicionando el topénimo del lago que
habitan, por lo que los llamaremos L. “Atexcac”, L. “El Carmen”, L. “La Preciosa” y L.

“Quechulac”.

Materiales y Métodos

Trabajo en Campo

Se tomaron muestras de zooplancton en cada uno de los lagos (Quechulac, la Preciosa,
Atexcac y El Carmen; ver Tabla 2) con un arrastre vertical en la columna de agua utilizando
una red de cono con apertura de poro de 80 um; se concentraron en frascos de 250 ml,
posteriormente se fijaron con etanol absoluto, se transportaron en frio y obscuridad al
laboratorio para preservar mejor el ADN. En el laboratorio se etiquetaron y se almacenaron
en un congelador de refrigerador doméstico a -4 °C aproximadamente para su posterior

analisis.

Tabla 2. Muestra las fechas en las que se realiz6 la colecta de muestras de copépodos L.

“Atexcac”, L. “El Carmen”, L. “La Preciosa” y L. “Quechulac’.

Sitio de Colecta Fecha de Colecta

14 de junio del 2016

2 de septiembre del 2010

La Preciosa 3 de marzo del 2011

El Carmen 5 de septiembre del 2010 y 2 de diciembre del 2015




Trabajo de Laboratorio

Con ayuda de un microscopio estereoscopico y de claves especializadas (Thorp y Covich;
2009; Barrera-Moreno; 2010), se aislaron e identificaron 12 individuos hembras adultas de
cada una de las poblaciones (i.e., 3 individuos x 4 poblaciones = 12 individuos totales) para
realizar una prueba piloto y evaluar distintas enzimas de restriccion. Adicionalmente, se
aislaron 94 individuos de (i.e., 24 individuos de L. “Quechulac” y L. “El Carmen”, y 23 de L.
“Atexcac” y L. “La Preciosa”, respectivamente = 94 individuos totales) para el genotipado

basado en secuenciacion masiva.

Extracciéon, amplificaciéon y purificacion del ADN

El ADN se extrajo de cada individuo mediante el método de HotSHOT descrito por Montero-
Pau et al. (2008), ajustando el volumen de la solucién total a 20 pl por individuo con 10 pl
de solucién de lisis y 10 ul de buffer neutralizador. Después de esto, el ADN se amplificé
siguiendo el protocolo del kit REPLI-g single cell (Qiagen™) partiendo en cuatro cada
reaccion para ajustar a un volumen total a 12.5 ul por reaccion. Las reacciones se incubaron
en un termociclador a 30°C por 10 h y, finalmente, se inactivo la REPLI-g ADN polimerasa
a 65 °C por 3 min. La purificacion de cada producto de PCR se realizd siguiendo un
protocolo estandar para precipitacion de ADN con acetato de sodio 3 My etanol al 100% y
70%, retirando el sobrenadante y resuspendiendo el ADN en 50 pl de buffer EB (Qiagen™).
Las muestras de ADN se cuantificaron por espectrofotometria en un equipo Epoch 2.
(BioTek™) para determinar la concentracién y verificar la calidad del ADN (=50 ng/uL) en
una relacion de absorbancia 260/280 (=1.8 QC), para cumplir con los requerimientos
solicitados por el Centro Gendmico de la Universidad de Minnesota (CGUM), proveedores

de la construccion y secuenciacion de las librerias gendmicas.

Digestién enzimatica

Con 12 muestras iniciales de ADN, se realiz6 en el CGUM un analisis piloto para evaluar la
digestion de ADN con un panel de 8 diferentes enzimas de restriccion candidatas como lo
sugiere el protocolo de GBS descrito por Elshire et al. (2011), y asi, elegir la(s) enzima(s)
optima(s) que permitia(n) obtener mejores lecturas de ADN y por lo tanto una mayor

cobertura del genoma. Se determiné que las enzimas de restriccion MSPI y Nsil-HF eran la



mejor opcidén para usar en la construccion de librerias gendmicas de las muestras de

copépodos.

Secuenciacion y construccion de librerias genémicas

Posteriormente, las 94 muestras de ADN de alta calidad gendmica por individuo (>50 ng/ul;
22.5 ug totales) fueron enviadas al CGUM para su analisis y digestion con las enzimas de
restriccion elegidas. Los métodos de preparacion de librerias, la secuenciacion y el analisis
bioinformatico para identificar SNPs, se basan en la re-secuenciacion del genoma en
pequefios fragmentos de ADN por individuo. Para este proceso se evalug la calidad de ADN
en cantidad (250 ng/uL) y pureza (21.8 QC) de las cuales 93 muestras cumplieron con los
requisitos y se descarté una muestra que pertenecia a la poblacion de L. “La Preciosa” por
no tener la cantidad suficiente de ADN. El trabajo de construccién de librerias por GBS se
realizd6 por medio de secuenciacion masiva utilizando la plataforma Illumina® en una
ejecucion NextSeq 550 1x150-bp. EI ADN fue digerido con las enzimas de restriccion MSPI
y Nsil-HF, después se le ligaron adaptadores para los indices de multiplex para la
plataforma de secuenciacion Illumina®, se usaron secuencias de 1-150 pb para identificar y
amplificar cada muestra por medio de PCR. Las regiones detectadas para cada uno de los
cédigos de barras generaron > 1M lecturas aproximadamente por muestra. Las lecturas
para cada muestra tuvieron en promedio puntuaciones de calidad phred = Q30. Todas las
bibliotecas de las 93 muestras fueron separadas para obtener los fragmentos que se
conectaron a las secuencias crudas entre lineas en un solo archivo fastaq; adicionalmente
se realizo un filtro para eliminar errores de secuenciacion y se almacenaron las 93 muestras
con 109,299 SNPs, en un Formato de Llamado de Variantes (VCF) para su descarga desde
el portal electrénico del CGUM.

Analisis Bioinformatico
Filtrado de SNPs

El llamado de SNPs se realizé a partir de los datos crudos de la secuenciacion (formato
fastq) se filtraron con base en su calidad, utilizando solo aquellos con un valor phred
superior a 30 (99.9% de confianza) y se realiz6 la identificacion de SNPs informativos a lo

largo del genoma. Las secuencias sin procesar se recortaron utilizando trimmomatic para



el control de calidad y se mapearon contra las bases de datos genémicas (humano, raton,
E. coli, levadura, Phix y cloroplasto) para detectar la contaminacion del ADN. Las
secuencias que pasaron los filtros de calidad se mapearon contra la referencia gendémica
ensamblada (muestra CAR-16) utilizando el software BWA (Li & Durbin, 2009). Del conjunto
de datos de sitios polimoérficos, se eliminaron los individuos con> 20% de genotipos faltantes
y las variantes con llamadas faltantes en méas del 5% de las muestras, asi como las
variantes con MAF <0.01. Los datos de secuencia procesadas y obtenidas de las lecturas
de cdédigo de barras de alta calidad por linea con un total de 109,299 SNPs fueron
ordenadas y sometidas a un filtro por sitios implementado en el software Tassel v.5.0. bajo
las siguientes condiciones: (1) conteo minimo = 5; (2) frecuencia minima = 0.2; (3) repeticion
méaxima = 0.8. Este filtrado arrojo un total de 25,870 marcadores tipo SNP de alta calidad
que se colocaron en un formato VCF para continuar con los andlisis de diversidad y
estructura genética (Elshire et al., 2011; Glaubitz et al., 2014).

Diversidad y diferenciacion genética

En los andlisis descriptivos de la diversidad y divergencia genética se utilizé el conjunto de
SNPs (25,870 pb) rigurosamente filtrados para el andlisis de la diversidad nucleotidica, la
tasa de mutacién y una prueba de neutralidad basado en la D de Tajima entre las
poblaciones utilizando Tassel 5.0. y el programa MEGA 7.0. (Kumar et al., 2016). Las
frecuencias alélicas (heterocigocidad observadas, Ho, y esperadas He) se estimaron usando
la libreria popr para el software R v.3.5.1. (R Core Team, 2013). La proporcién de sitios
segregantes o distancias Ps, que se calcula como la proporcion de sitios homdlogos que
difieren en las secuencias de una poblacién o sitios segregantes S sobre el total de sitios
de alineamiento N, de acuerdo con a Nei y Kumar (2000): (Ps = S/N). Esta medida esta
influenciada por la presencia de alelos deletéreos (Hedrick, 2004) por que se encuentran
en baja frecuencia en la poblacién, y ya que el valor S no toma en cuenta la frecuencia de
mutantes, ni frecuencias alélicas en general. Por ello, una medida mas adecuada para
medir la diversidad es la diversidad nucleotidica 1, y que se relaciona directamente con las

frecuencias alélicas.

La distribucién y media de las frecuencias alélicas se analizan para inferir las
implicaciones evolutivas que se pueden deducir a partir del principio de Hardy-Weinberg

que establece que la variacion genética en una poblacién se mantendra constante de una



generacion a otra en ausencia de factores perturbadores. Asi, cuando el apareamiento es
aleatorio en una poblacién sin circunstancias disruptivas, se predice que tanto las
frecuencias genotipicas como las alélicas permaneceran constantes porque se mantienen
en equilibrio. El equilibrio de Hardy-Weinberg puede ser perturbado por los mecanismos
evolutivos como las mutaciones, la seleccion natural, el apareamiento no aleatorio, la deriva
genética y el flujo de genes. Y debido a que estos mecanismos ocurren comunmente en la
naturaleza, el equilibrio de Hardy-Weinberg rara vez se cumple en poblaciones
naturales. Por lo tanto, el equilibrio de Hardy-Weinberg describe un estado idealizado, y las
variaciones genéticas en la naturaleza se pueden medir como cambios a partir de este
estado de equilibrio para inferir procesos evolutivos a través de la distribucion y media de
las frecuencias alélicas de las poblaciones para describir implicaciones evolutivas a partir
del teorema de Hardy-Weinberg (Salanti et al., 2005).

Estructura Genética
Red de expansion minima

Se realiz6 con ayuda del paquete R v.3.5.1 un andlisis independiente til para visualizar la
estructura de la poblacion a través de una red de expansion minima (MSN). La MSN agrupa
genotipos multilocus (MLG), basado en las distancias genéticas existentes entre ellos. Cada
MLG es un nodo, y estos estan conectados por la distancia minima entre muestras y la
distancia genética esta representada por los bordes. En los estudios de secuenciacion de
alto rendimiento, donde la densidad de marcadores es alta, cada muestra generalmente
consta de un genotipo Unico y se realiza con una matriz de distancias basada en el nUmero

de diferencias alélicas entre muestras (Kamvar et al., 2015).

Deteccién de loci sujetos a seleccién

Se utilizé la libreria pcadapt v.4.0.3 (Luu et al., 2017), dentro del paquete R v.3.5.1, para
detectar marcadores genéticos involucrados en la adaptacidbn  bioldgica,
pcadapt proporciona herramientas estadisticas para la deteccion de valores atipicos
(outliers), basados en el analisis de componentes principales (PCA), aqui se realiz6 un
escaneo del genoma para la seleccion de valores atipicos en funcion de los datos de

genotipos de 93 individuos de nuestras cuatro poblaciones y los 25,870 SNPs.



El analisis de los componentes principales (PCA), se realizé con la matriz de
genotipos centrada y escalada, para calcular el estadistico de prueba o test y los valores P,
basados en las correlaciones entre los SNPs y los primeros K (K = nimero de componentes
principales), evaluando el porcentaje de variacidn que es explicado por cada PCy para
tener una indicacion sobre la presion evolutiva. Las estadisticas de prueba son las cargas,
gue corresponden a las correlaciones entre cada PC y cada SNP. Los valores P se calculan
haciendo una aproximacion gaussiana para cada PC y estimando la desviacion estandar

de la distribucién nula.

El patrén ideal para la mejor eleccién del PC es indicado en una grafica con una
curva pronunciada seguida de una curva y una linea recta. Los valores propios que
corresponden a la variacion aleatoria se encuentran en una linea recta, mientras que los
que corresponden a la estructura de la poblaciéon se encuentran en una curva pronunciada,
también se eligié el nUmero de CP basado en el 'grafico de puntuacion' que muestra la
estructura de la poblacion. La gréfica de puntuacion muestra las proyecciones de los
individuos en los componentes principales especificados, asi, la elecciébn de K puede
limitarse a los valores K que corresponden a un nivel significativo de la estructura de la
poblacién (Luu et al., 2017).

El estadistico de prueba se basa en las puntuaciones z obtenidas al hacer una
regresion de SNP con los K componentes principales. El estadistico de prueba se utilizé
para detectar SNP atipicos, esté se basa en la distancia de Mahalanobis, que es un enfoque
multidimensional que mide qué tan lejos esta un punto de la media, también se configuro el
parametro de Frecuencia de Alelos Menores (MAF) del 5%. Los valores P de los SNP’s con
una frecuencia de alelo menor mas pequefia que el umbral no se calculan, para este caso,
se utiliz6 un modelo de divergencia asumiendo que 1,700 SNPs confieren una ventaja

selectiva, este conjunto de SNPs también fue utilizado en los analisis posteriores.

Analisis de Componentes Principales

Se realiz6 un analisis inicial de agrupacion para comprender la estructura de la poblacion
por medio de un analisis de componentes principales (PCA) que permite agrupar las
diferentes variantes genéticas y evaluar la estructura poblacional, con el paquete R v.3.5.1,
basado en las caracteristicas genéticas de los individuos provenientes de cada lago. El

analisis de PC se basa en un algoritmo matematico que reduce la dimensionalidad de los



datos y conserva la mayor parte de su variacion, esta reduccion se logra mediante la
identificacion de direcciones, llamadas componentes principales, a lo largo de las cuales la
variacién en los datos es maxima. Los datos se pueden trazar y son utilizados para
explorar si hay similitudes y diferencias significativas entre las muestras, asi como
visualizar patrones de agrupamiento, como conjuntos (clusters), gradientes (clines) y

valores atipicos (outliers) entre el conjunto de datos (Ringnér, 2008).

Adicionalmente, para la determinacién de la estructura genética de las poblaciones se
utilizé el paguete ADMIXTURE v.1.3.0. (Alexander et al., 2009), que realizé una estimacion
de maxima verosimilitud de ancestros individuales a partir de conjuntos de datos de
genotipos y SNPs multiloci y compara las secuencias entre si para analiza las diferencias
en la distribucion de las variantes genéticas entre poblaciones por medio de un algoritmo
de inferencia bayesiana iterativo, asignando en poblaciones asumidas a individuos que
comparten patrones de variacion genética similares. ADMIXTURE utiliza un enfoque
de relajacion de bloques para actualizar alternativamente los parametros de frecuencias de
alelos y fraccién de ascendencia (Zhou et al., 2011). Esté andlisis se realizé6 con 93
individuos de las cuatro poblaciones con 25,870 SNPs genémicos, y se probaron 1-5 grupos

(K) en funcion de su fraccion de pertenencia estimada entre cada grupo.

Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) y Divergencia Genética (Fsr)

Los procesos evolutivos, como la seleccion, la adaptacion local y la deriva genética
dependen en gran medida de la estructura de la poblacion presente y pasada de las
poblaciones. Por lo tanto, nuestra comprension de los procesos evolutivos a menudo
depende mucho del conocimiento detallado sobre la estructura de la o las poblaciones de
una especie, asi, la determinacién de la estructura de la poblacion de una especie
constituye una parte importante de la genética de poblaciones. La fortaleza de la estructura
de la poblacién genética de las especies generalmente se describe en términos de la
distribucion estadistica F que relacionan la diversidad dentro de la poblacion con la
diversidad genética total (Meirmans, 2012). El estadistico de Fsr compara el nivel de
variacion genética que existe dentro de dos o mas subpoblaciones. Fsr a menudo se estima
como: Fst = (T-S) / T, donde T es la diferencia promedio entre las frecuencias de alelos,
tomadas al azar de la poblacion total, y S es la diferencia promedio entre las frecuencias

alélicas, ambas tomadas al azar de la misma subpoblacion. Si el apareamiento en la



poblacion total es aleatorio, entonces se espera que Ty S tengan el mismo valor y Fsr sera
0. Sin embargo, si el apareamiento entre poblaciones no es aleatorio, la variacién genética
en cada subpoblacion sera menor que la variacion en la poblacién total, y Fst tenderéa a un
maximo de 1 con aislamiento reproductivo. Por lo tanto, Fsr es una medida de la desviacion
del apareamiento aleatorio causado por la estructura genética de la poblacién. Aunque Fst
es informativo sobre las diferencias promedio dentro de las poblaciones y entre ellas, nos

dice poco sobre la consistencia o varianza de estas diferencias (Bamshad et al., 2004).

El AMOVA es un método estadistico para cuantificar la diversidad genética a través de
las pruebas estadisticas F en diferentes niveles jerarquicos de manera que la diversidad
dentro del grupo se minimiza, mientras que la diversidad entre grupos se maximiza,
ademas, AMOVA puede usarse para detectar agrupamientos o poblacién en un conjunto
de datos genéticos, en este trabajo se analiz6 el estadistico Fsry el AMOVA del conjunto
de 25,870 SNPs totales y 1,700 SNPs sujetos a seleccion para cuantificar la variacion
genética en dos niveles jerarquicos diferentes: dentro y entre las cuatro poblaciones, con el
paquete RV 3.5.1. La estructura genética se interpreto a partir de las estadisticas asociadas
con diferentes niveles jerarquicos en los que se distribuye la variacion molecular (Excoffier
et al. 1992; Meirmans, 2012) La implementacion de AMOVA en R requiere dos
componentes muy basicos: (1) una matriz de distancia derivada de los datos y (2) una tabla
separada utilizada para dividir los datos en diferentes estratificaciones. En poblaciones
panmicticas esperariamos ver que la mayor parte de la varianza surja dentro de las
muestras. Si vemos que la mayor parte de la varianza ocurre entre poblaciones, entonces,

hay evidencia de que tenemos algun tipo de estructura poblacional.

Reconstruccion de las Relaciones Filogenéticas

El andlisis comparativo de las secuencias moleculares es esencial para reconstruir sus
historias evolutivas e inferir los mecanismos evolutivos que las han configurado,
entendiendo la evolucion de los genes y sus relaciones filogenéticas entre ellas, para ello
se utilizd el paquete MrBayes v.3.2. (Ronquist et al., 2012), que es un programa de
inferencia bayesiana y permite la eleccion de una gama amplia de modelos filogenéticos y
evolutivos, utilizando el método de Monte Carlo basado en cadenas de Markov (MCMC)
para estimar la probabilidad posterior de los parametros del modelo, y que permite la

inferencia y estimacién de arboles filogenéticos, asi como de los parametros de sustitucion



y las tasas de variacion entre las poblaciones (Kumar et al., 2016). En nuestro caso se
utilizé el método “4by4”, que es el método mas usado y sugerido para marcadores
moleculares tipo SNPs dentro de MrBayes para estimar las distancias evolutivas e
inferencia de grandes filogenias, incluso en presencia de una variacion extensa en la tasa
evolutiva entre poblaciones o0 sesgos significativos en la composicion de nucleétidos y la
relacién de transicion/transversion. El principio de este método es similar al de verosimilitud
maxima, y su finalidad es encontrar pares de unidades taxonémicas operacionales (OTU)
que minimicen la longitud total de la rama en cada etapa del agrupamiento de OTU,
comenzando con un arbol no enraizado. El uso de este método permite obtener
rapidamente las longitudes de las ramas y la topologia de un arbol parsimonioso, usando
una simulacién para obtener una filogenia correcta no arraigada (Saitou y Nei, 1987).
Logrando un arbol general que ilustra las relaciones ancestro-descendiente entre los 93
individuos analizados pertenecientes a las cuatro poblaciones y caracterizados con los
25,870 SNPs totales y los 1700 SNPs atipicos obtenidos. Para ampliar el analisis de las
relaciones filogenéticas se crearon 50 subconjuntos de 200 variantes (SNPs) cada uno,
tomados aleatoriamente de la muestra de 25,870 y 1700 SNPs, para reconstruir un arbol
de distancia con el método UPGMA (método de grupo de pares no ponderados con media
aritmética) para cada subconjunto y se superponen todos los arboles reconstruidos con el
uso de la funcién DensiTree implementada en R v.3.5.1. Esta superposicion de arboles se
utiliza para determinar si los subconjuntos respaldan nuestra hipétesis de la diferenciacion

de las poblaciones, o si existen grupos de arboles Unicos para diferentes subconjuntos.



Resultados

Los resultados obtenidos después del multiplex y el filtrado por calidad = Q30 y codigos de
barras ambiguos de 1-150 pb con un =21M lecturas por individuo, arrojé un total de 93
secuencias con 109,299 SNPs de alta calidad.

Después del filtrado para retener los SNPs de alta calidad, se adiciono otro filtro por
sitios con las siguientes condiciones: (1) conteo minimo = 5; (2) frecuencia minima = 0.2;
(3) repeticion maxima = 0.8 y la presencia en al menos el 80% de las muestras, a partir del
cual se eliminaron 83,429 SNPs, quedando un matriz de secuencias alineadas compuestas
de 25,870 SNPs polimérficos para los 93 individuos que fueron usados para los analisis

posteriores.

Diversidad Genética

Los andlisis de diversidad genética que se realizaron con el conjunto de secuencias
conformadas por 25,780 SNPs pertenecientes a 93 individuos de cuatro poblaciones
describié una diversidad nucleotidica T = 0.4368 y poblacional 6 = 0.1976, y una D de
Tajima = 4.18. La descripcion genética por poblacion se resume en la Tabla 3, donde
podemos observar que, en general, los datos entre poblaciones son muy similares. La tasa
de mutacion poblacional fue muy similar para cada una de las poblaciones. Los resultados
de las pruebas de D de Tajima se alejaron en todos los casos del modelo de neutralidad
con valores mayores 0, por lo que podria ser que las poblaciones estan bajo algun nivel de
seleccidn positiva. La heterocigosidad observada (Ho) y los analisis de la diversidad media
de las poblaciones (R) oscilan en valores muy similares (1.19-1.24) describiendo una

diversidad intrapoblacional similar en cada poblacién.

Tabla 3. Describe la diversidad genética de las cuatro poblaciones del copépodo. T =
diversidad nucleotidica, 6 = diversidad nucleotidica poblacional, D = test estadistico de
Tajima, Ho = heterocigosidad observada, Std Ho = desviacién estandar de la Hoy R =
diversidad media.

Poblaciones ™ (O] Tajima D Ho Std Ho R

03578 | 0.2528 | 174 | 0.3464 | 0224 | 1.24
0351 | 02485 | 168 | 03175 | 02123 | 1.19
03973 | 02644 | 204 | 03815 | 01931 | 1.22
L. “La Preciosa” | 0.3827 | 0.2693 1.75 0.3818 0.194 1.21




Red de expansién minima

El resultado del andlisis (ver Figura 3) con los datos de las poblaciones de L. grupo sicilis
definié cuatro grupos o nodos conformados cada uno por las poblaciones asumidas
(Atexcac, El Carmen, La Preciosa y Quechulac). Como se observa, la red de expansion
minima optimiza la visualizacion de las relaciones existen entre las secuencias de ADN de
cada uno de los individuos que componen las poblaciones y, a partir de ello, se puede inferir
la estructura que se presenta entre las poblaciones. Este andlisis est4d basado en la
distancia genética y sus conexiones, la distancia o el grado de relacion esté representado
por las lineas que une la red, lineas anchas significan una distancia genética con valores
cercanos a 0, es decir, mayor parentesco, mientras que lineas mas angostas significa una
distancia genética mayor y una relacién o parentesco menor entre individuos. De acuerdo
con estos resultados, se observa que existe un grupo conformado por los individuos de la
poblacion de L. “La Preciosa” y los individuos de la poblacién de L. “Quechulac”, aunque,

en esta Ultima hay 6 individuos que se alejan ligeramente de los demas.

En los individuos de la poblacién de L. “El Carmen” se puede observar que la distancia
entre ellos es muy baja entre la mayoria de ellos, formando un grupo compacto, aunque
ocho individuos se distancian de manera importante. Los individuos de la poblacion de L.
“Atexcac” son los mas dispersos en la red, aunque se agrupan mas cercanamente entre si

que respecto a los individuos de las demas poblaciones.
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Figura 3. Red de expansion minima de la relacion genética entre los 93 individuos analizados: 24
individuos de L. “Quechulac” en color rosa (QUE), 24 individuos de L. “El Carmen” (CAR) en color
naranja, 23 individuos de L. “Atexcac” (ATX) en color verde y 22 individuos del L. “La Preciosa” en

color morado (PRE).

Deteccién de loci sujetos a seleccién

Las herramientas analiticas de todo el genoma detectan la seleccidn al buscar patrones
inusuales de variacién genética que postulan que la historia demogréfica de la poblaciéon
afecta la variacion en todos los loci, mientras que la seleccién natural opera en loci
especificos. Conocidas como pruebas de valores atipicos, las huellas de la seleccién se
buscan al escanear el genoma, utilizando una medida de diferenciaciéon basada en la
poblacion como Fsr o mediante un enfoque basado en el individuo, centrado en los
modelos de inferencia bayesiana, como es el que se utiliza dentro del paquete pcadapt
(Duforet et al., 2015). En este trabajo el paquete pcadapt identificé 1,700 SNPs (Figura 4)
dentro del conjunto de 25,870 SNPs de las cuatro poblaciones del copépodo con valores
atipicos (MAF > 0.05), como posibles SNPs candidatos a estar bajo seleccion o conferir

alguna ventaja bajo algun escenario selectivo particular.
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Figura 4. Diagrama de Manhattan que representa la distribucion de los valores de significancia en
todos los datos analizados (25,870 SNPs) -log10 (p-value), y muestra a los 1,700 SNPs con
valores MAF > 0.05, representada por la linea verde.

Andlisis de Componentes Principales

En la Figura 5 se resumen los resultados del andlisis de componentes principales, se
grafican los primeros dos componentes (CP1 y CP2) que explican aproximadamente 19%
y 28% de la variacion genética, respectivamente. Con este analisis se revela el patron de
agrupaciéon asumido en la hipétesis, con cuatro poblaciones (Atexcac, Carmen, Quechulac
y Preciosa) claramente definidas por cuatro agrupamientos. Ambos ejes separan a la
poblacion de L. “El Carmen” respecto a las demas, y coloca a las poblaciones de L.
“Quechulac” y L. “La Preciosa” cercanamente relacionadas entre si. Estos resultados de
agrupacion que revelaron los CP son muy similares entre los andlisis de los 25,870 SNPs
(ver Figura 5A) y los 1,700 SNPs con valores atipicos (ver Figura 5B). Finalmente, se puede

visualizar a L. “Atexcac” separada de las otras poblaciones a lo largo del CP 2 en ambos
analisis.
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Figura 5. Resultado del andlisis de componentes principales. Los 2 ejes corresponden a los dos
primeros componentes (CP 1y CP 2) que explican la mayor parte de la variacion molecular (~30 %;
véase la figura inserta analisis con los autovalores calculados para los componentes generados por
el andlisis) de los 93 individuos analizados, en la parte superior (A) con 25,870 SNPs y en la parte
inferior (B) con los 1,700 SNPs atipicos. Los elipsoides corresponden al 95% de intervalo de

confianza para cada poblacion. Las poblaciones se representan con diferentes colores.



Andlisis de Estructura genémica

La evaluacion de asignacion de grupos (Figura 6) entre los 93 individuos con 25,870 SNPs
se realiz6 sobre la base de la validacion del minimo error de cruzamiento y asumiendo a
priori la posibilidad de diferente nimero de poblaciones, K = 1 a K = 5. Los resultados
muestran que la validacién del minimo error de cruzamiento (CV) se encuentra cuando K =
4, lo que sugiere que el nUmero mas probable de poblaciones que conforman la estructura

genética del conjunto de datos del copépodo Leptodiaptomus es de cuatro.
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Figura 6. Validacién de Cruzamiento para la estimacién de grupos dentro del conjunto de datos de
25,870 SNPs para valores de K que van de 1 a 5.

Los resultados de la cuantificacién de la maxima probabilidad de pertenencia de cada
individuo en 4 poblaciones ancestrales (valor de K) asumidas por la validacion del minimo
error de cruzamiento muestran una estructura genética definida (Fig. 6). La asignacion de
los individuos en el primer grupo (barras color azul; Fig. 7) lo componen 23 individuos de L.
“Atexcac” con una maxima probabilidad de pertenecia de Q ~ 1 en promedio, en el segundo
grupo (barras color amarillo) fueron asignados 24 individuos a L. “El Carmen”, de igual
manera, con un valor de Q ~ 1 en promedio; el tercero (barras color verde) se compone de
22 individuos de L. “La Preciosa” y el cuarto grupo esta conformado por 24 individuos de L.
“Quechulac” (barras color rojo). En los dos ultimos grupos se observa una ligera
probabilidad de pertenencia a otra poblacién (> 5 %), en el caso del grupo tres con 6
individuos afines a L. “Quechulac” y 5 individuos a L. “Atexcac”, mientras que el grupo cuatro
tiene 5 individuos afines a L. “Atexcac”, 8 individuos a L. “El Carmen”, y 13 individuos a L.

“La Preciosa”.
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Figura 7. Estructura poblacional de los copépodos L. grupo sicilis de los lagos de Cuenca Oriental
analizada para conjunto de datos de 25,870 SNPs con el paquete ADMIXTURE y la maxima
probabilidad de pertenencia (K = 4); cada individuo analizado (n = 93) esta representado por una
barra vertical que muestra la probabilidad de pertenencia a los diferentes grupos; cada grupo o

poblacion esta representado por un color diferente.

Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) y Divergencia Genética (Fst)

La variacion genética dentro de todo el conjunto de datos y entre pares de poblaciones se
analizé con un AMOVA que compara la diversidad y variacion genética del conjunto de los
25,870 SNPs (Figura 8A) y los 1,700 SNPs atipicos (Figura 8B) entre y dentro de las
poblaciones, los resultados se resumen en la Figura 8. Se observa que el mayor porcentaje
de variacion de los SNPs totales se encuentra dentro de las poblaciones, es decir entre
individuos de cada poblacion, que entre poblaciones. Estos resultados son consistentes
tanto para el conjunto total de poblaciones como en los andlisis por pares, mostrando que
no hay una estructura genética definida. Sin embargo, cuando se analizan los SNPs atipicos
se observa que se invierten los resultados, es decir el mayor porcentaje de variacion se
encuentra entre las poblaciones, que, dentro de las poblaciones, y también son consistentes
en el andlisis con el conjunto total de poblaciones como en los andlisis pareados, en este

caso se muestra que existe una estructura genética definida. La estructura genética clara



también se observa en los andlisis de diferenciacion genética (Fst) entre poblaciones en la
Tabla 4.
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Figura 8. Resultados que exhiben los Porcentajes de la Varianza Molecular (AMOVA) entre y dentro

de los grupos (poblaciones) constituidos por 93 individuos de los copépodos L. grupo sicilis, con los
25,870 SNPs en la parte superior (A) y en la parte inferior con 1,700 SNPs atipicos (B).

La Tabla 4A muestra que la mayor divergencia genética presente entre las
poblaciones de L. grupo sicilis esta entre las poblaciones de L. “Atexcac” y L. “El Carmen”
(Fst = 0.2693), y las que presentaron el valor minimo de divergencia son las poblaciones
de L. “La Preciosa” y L. “Quechulac” (Fst = 0.0858), consistente con los datos previos. En
el caso de la Tabla 4B que presenta los resultados de divergencia genética obtenidos a
partir de los SNPs atipicos, mostraron un patrén similar entre poblaciones, aunque con

valores mas altos de divergencia que con el total, el mayor valor entre L. “Atexcac” y L. “El



Carmen” (Fst = 0.8063) y el valor minimo entre L. “La Preciosa” y L. “Quechulac” (Fst =

0.3861).
A) El Carmen | La Preciosa -
El Carmen 0.2692 - - -
La Preciosa 0.1358 0.2448 - -
0.1521 0.2084 0.0857 -
B) El Carmen |La Preciosa
El Carmen 0.8063 - - -
La Preciosa 0.5303 0.7287 - -
0.5664 0.6700 0.3860 -

Tabla 4. Estadisticos de divergencia genética (Fst) pareados con 25,870 SNPs en la paerte superior

(A) y con 1,700 SNPs atipicos en la parte inferior (B).

Reconstruccion de las Relaciones Filogenéticas

Los analisis de la reconstruccion filogenética realizados bajo un modelo estandar de
sustitucién de nucleétidos “4by4” generaron un arbol filogenético de maxima credibilidad
gue se ilustra en la Figura 9, donde las lineas coloreadas relacionan a los individuos de
cada grupo y los nodos principales con un soporte de probabilidad posterior alto (>0.9),
donde también se muestra la comparacion de las topologias de los arboles analizados con
el conjunto de 25,870 SNPs (Figura 9A) y los 1,700 SNPs atipicos (Figura 9B).
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Figura 9. Reconstruccién de las relaciones filogenéticas de 93 secuencias compuestas de 25,870
SNPs (A) y 1,700 SNPs (B) de las cuatro poblaciones de los copépodos L. grupo sicilis. Las historias
evolutivas se infirieron a partir del modelo evolutivo “4by4+GTR” sugerido para datos moleculares
tipo SNPs.

También se muestra un resumen de los arboles filogenéticos muestreados a lo largo
de los andlisis de reconstruidos bajo el método agrupacion UPGMA (Figura 10A, basado

en 25,870 SNPs, y Figura 10B, basado en 1,700 SNPs atipicos) y que resalta la



incertidumbre dentro de los clados que se genera en busca del &rbol mas creible y al mismo
tiempo muestra la certeza de converger en una topologia que delimita claramente entre
grupos, generando 4 clados monofiléticos independientes, cada uno, correspondiente a

cada una de las poblaciones asumidas a priori.
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Figura 10. Reconstruccion de las relaciones filogenéticas de arboles consenso realizados con 93
secuencias compuestas de 25,870 SNPs (A) y 1,700 SNPs (B) de alta calidad que pertenecen a 4

poblaciones de los copépodos L. grupo sicilis.

El patron de relaciones y divergencia genética es similar entre los analisis con los dos
diferentes métodos de reconstruccion filogenética (Figura 9 y 10), ya que definen una
divergencia genética clara entre las cuatro poblaciones, donde la distancia genética es mas
corta entre las poblaciones de L. “La Preciosa” y L. “Quechulac”, mientras que la poblacion

de L. “Atexcac” aparece un poco mas distante, y, finalmente, la longitud de mayor distancia



pertenece a la poblacion de L. “El Carmen”. Estos resultados se observan con mayor
claridad en los andlisis basados en los SNPs sujetos a seleccion, por lo cual se puede seguir
afirmando que los loci incluidos dentro de este conjunto son fuertes candidatos para analizar
los efectos de la seleccion, y que por lo tanto deben tener un papel importante en la
estructuracion de las poblaciones de los copépodos L. grupo sicilis, dentro de los cuales se

deben encontrar regiones que han promovido la adaptacion local y la evolucion adaptativa.

Discusién

La alta diversidad bioldgica y ecolégica de los copépodos ofrece ventajas para el desarrollo
de analisis genémicos que ayudan a descifrar los mecanismos genéticos y fisiologicos
asociados a su adaptacion a ambientes divergentes (Bron et al., 2011). Esta idea es facil
de entender ya que, los gradientes ambientales que se observan en los ambientes
acuaticos continentales pueden actuar como factores de seleccion potenciales y generar
como resultados variantes genéticas adaptadas localmente. Dadas estas circunstancias,
el resultado se define como un cambio genético conducido por seleccién natural, ya que es
producto de selecciéon divergente, reforzado por aislamiento geogréfico producto de la
existencia de mecanismos de dispersién poco eficientes y por lo tanto baja posibilidad de
colonizacién de los organismos que, finalmente, conduce a la explotacion de nichos
ecoldgicos alternativos (véase, p. e., Arnegard et al., 2014). En el caso particular de los
copépodos L. grupo sicilis, que se encuentra distribuido en cuatro poblaciones
geograficamente aisladas (< 30 km de distancia entre poblaciones) y habitats
ecoldégicamente contrastantes, se ha reportado un aislamiento reproductivo entre al menos
dos poblaciones (Atexcac vs. La Preciosa) y patrones de variacion fisiolégica y genética
entre las cuatro poblaciones usando marcadores moleculares estructurales (véase, Barrera-
Moreno et al., 2015; Barrera-Sanchez, 2016).

Para reforzar la hip6tesis que plantea una divergencia genética entre poblaciones
como resultado de habitar sistemas ecoldgicos contrastantes, en esta tesis se realizd un
analisis genémico, utilizando metodologias gendmicas de Ultima generacion y los analisis
clasicos utilizados en la genética de poblaciones para resolver las incertidumbres
filogenéticas, y para caracterizar los patrones de diversidad genética que puedan
proporcionar informaciéon valiosa sobre los procesos evolutivos que dan forma a la

estructura genética de las poblaciones vy, por lo tanto, que ayudan a mejorar nuestra



comprension de como los organismos pueden responder en ambientes ecologicos

contrastantes.

Diversidad genética

Este estudio de gendémica poblacional de los copépodos L. grupo sicilis de la Cuenca
Oriental, muestra que la diversidad genética (Ho, 1, 8 y R) intrapoblacional en general es
relativamente alta, aunque L. “Quechulac” es la poblacion que tiene la diversidad genética
mas alta, seguido de la poblacion de L. “La Preciosa”. Ademas, en todos los casos, las
poblaciones tienen valores de D de Tajima > 0, lo que sugiere un incremento de la
heterocigosidad promedio, y que las poblaciones han estado bajo presiones de seleccion
positiva 0 negativa. La poblacion que present6 el nivel de diversidad mas bajo es la de L.
“El Carmen” respecto a las deméas poblaciones, esta posible reduccion de la diversidad
genética intrapoblacional podria ser el reflejo de efectos de flujo genético limitado y eventos
de deriva genética recientes, promovidos por las condiciones ecoldgicas particulares de su
nicho, recordando que habitan en lago estacional tipo playa, con desecacion temporal, alta
variabilidad salina, efectos antropogénicos y fragmentacion de habitat, lo que podria limitar
la dispersién y reproduccion entre individuos, aunque podria deberse a restricciones
debidas al muestreo. Sin embrago, en general los niveles de diversidad genética fueron
similares en todas las poblaciones, y altos respecto a otros estudios de poblaciones de
copépodos (véase, p.e., Young et al., 2013; Kochanova et al., 2018; Wang et al., 2018), asi
que estos parametros pueden ser un punto de referencia para estudios mas especificos de

cada poblacion.

Estructura Genética
Red de expansion minima

Los resultados de distancia y estructura genética mostraron consistencia, definiendo cuatro
poblaciones gendmicamente bien diferenciadas. La composicion de la red de distancia
genética medida a través de la variabilidad genética entre poblaciones mostré una estrecha
relacion en la asociacion genética entre las poblaciones de L. “La Preciosa” y L.
“Quechulac”, estas poblaciones habitan a una menor distancia geogréafica, pero mas

importante, habitan lagos perennes, con la presencia de peces y de baja salinidad (La



Preciosa =1.18+ 0.9 gL "'y Quechulac = 0.42 + 0.05 g L?). La poblacién de L. “El Carmen”
se mostré como el agrupamiento que claramente estd distante respecto de los demas, la
cual puede entenderse dado que estd poblacibn se encuentra geograficamente mas
distante del resto, ademas de que, al habitar en el Unico lago efimero, anualmente presenta
diferencias ecoldgicas considerables, especialmente en la permanencia de la columna de
aguay en el gradiente de salinidad (1.4 a 14 g L ). La poblacién L. “Atexcac” mostré tener
una asociacién media respecto a las L. “La Preciosa” y L. “Quechulac”, y mas distante de
L. “El Carmen”, cabe mencionar que esta poblacién habita un lago perenne, con una mayor
estabilidad ecoldgica, aunque tiene la salinidad mas alta de todos los lagos (6.54 + 0.29 g
L 1) y no se ve sujeta a la presién de depredacién por peces como el caso de las otras
poblaciones que habitan lagos perennes. La distancia genética y las condiciones de
salinidad contrastante parecen estar asociados a priori, como lo proponen Barrera-Moreno
et al. (2015) con patrones de divergencia asociada al uso diferencial de nichos
ecolégicamente contrastantes, lo cual coincide con la literatura especializada, donde se ha
descrito una divergencia y expresion genética diferencial en respuesta al estrés en
gradientes de salinidad y temperatura en copépodos (Pereira et al., 2017; DeBiasse et al.,
2018).

Deteccién de Loci sujetos a seleccion

Los andlisis de valores atipicos (outliers) pueden ser una herramienta poderosa que sirve
para detectar loci que estan bajo seleccion, particularmente cuando los niveles de
diferenciaciéon gendmica de fondo son bajos o ambiguos (Tigano et al., 2017) o bien, para
poder aclarar incertidumbres y por tanto reforzar hipétesis de divergencia de las
poblaciones producto de seleccidn natural. La proporcién de valores atipicos detectados
a partir de un conjunto de 25,870 SNPs fue del 6.5% es decir, 1,700 SNPs que, en
consecuencia, muy probablemente son reflejo de la seleccién diversificadora y no
simplemente por la posibilidad de efectos estocéasticos, lo que los convierte en candidatos
para buscar marcadores asociados a factores adaptativos. Este conjunto de loci sujetos
a seleccion permiti6 obtener una evidencia mas soélida de la posible existencia de
seleccion divergente operando sobre las poblaciones de los copépodos L. grupo sicilis,
esto se pudo observar en los andlisis comparados de diferenciacion genética poblacional
basados en los SNPs totales vs. los SNPs atipicos. Vale la pena mencionar que también

puede haber falsos positivos dentro de nuestros loci candidatos y podrian representar



procesos estocasticos o vinculados con otros candidatos (Cullingham et al., 2014). Por lo
tanto, los valores atipicos en las poblaciones de este copépodo requieren de un mayor
estudio y tratar de asociarlos a un genoma de referencia en busca de las rutas

metabolicas asociadas.

Andlisis de componentes principales

El analisis de componentes principales agrup6 en solo dos componentes (CP1 y CP2) el
~30% de la variabilidad molecular total de los individuos analizados, tanto para los SNPs
totales como con los atipicos, mostraron claramente cuatro grupos. El CP1 separ6 a todos
los grupos, aungue los individuos del L. “El Carmen” se separaron mas ampliamente del
resto, mientras que el CP2 separ6 claramente al grupo de L. “Atexcac” con respecto a los
grupos L. “La Preciosa” y L. “Quechulac”, estos ultimos se encuentran mas cercanos a lo
largo de este eje. Sin embargo, en el caso del analisis con los datos atipicos, se observaron
las agrupaciones mas distantes que con el andlisis de todos los SNPs, aunque, en conjunto,
las poblaciones se comportan como unidades con cohesién genética independiente y una
amplia distancia genética respecto a las demas poblaciones en este espacio bidimensional,

siendo esto un indicativo de una fuerte division y estructura genética definida.

Andlisis de estructura gendmica

Este andlisis se realizé anicamente con los 25,870 SNPs totales y estuvo basado en un
método de inferencia bayesiana que resolvié el nimero 6ptimo de agrupacién genética con
una K = 4 soportada por la validacion del minimo error de cruzamiento (CV), este resultado
dio un soporte mayor a la hipétesis de divergencia genética entre poblaciones por la
diferenciacion de nicho ecolégico, modelado por la seleccién divergente. Estos resultados
permitieron visualizar de manera mas clara la estructura genética con valores de
pertenencia altos (Fig. 6), por lo que se puede asumir que cada grupo se comporta como
una unidad evolutiva, potencialmente independiente, pues la probabilidad de mezcla es casi
nula con una pertenencia cercana al 100 % en las poblaciones de L. “El Carmen y L.
“Atexcac”, mientras que los individuos de L. “La Preciosa” y L. “Quechulac” mostraron una
probabilidad de pertenencia ~ 95%. Asi, a pesar de que geograficamente los lagos se
encuentran a una distancia relativamente corta (< 30 km) y que su capacidad de dispersion

de sus estructuras de resistencia podria ser suficiente, los resultados revelados por el



andlisis de estructura genética indican que la probabilidad de que nuestras poblaciones
mantengan eventos de migracion, colonizacion y flujo genético reciente es casi nula y, por

lo tanto, se encuentran en un proceso avanzado de divergencia.

Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) y Divergencia Genética (Fsr)

Cuando se utilizaron todos los SNPs en el analisis jerarquico de variacién molecular se
observa que la mayor variacion genética se encuentra dentro de los grupos y la menor
variacion entre grupos, este pareciera romper con la hipétesis de divergencia ecoldgica y
adaptacion local en las poblaciones de los copépodos L. grupo sicilis que se ha demostrado
en este trabajo. Sin embargo, cuando se utilizaron los SNPs atipicos se invirtieron los
resultados, teniendo la mayor variacion entre poblaciones y no dentro de las poblaciones.
Ademas, de igual manera, la diferenciacion genética (Fst) es mas fuerte cuando se
utilizaron los marcadores atipicos, aunque ambos resultados muestran que las poblaciones
han divergido y se ve reforzada la hipotesis de una relacion més estrecha entre los
copépodos que habitan los lagos mas parecidos en salinidad. Asi, a primera vista pareciera
que las altas diferencias genéticas entre poblaciones estan explicadas por los SNPs
neutrales, y que las poblaciones han estado evolucionando de manera neutral. Sin
embargo, en la blisqueda de marcadores atipicos, se detectd una diferenciacion mas
convincente de las poblaciones sobre la base de los SNPs que podria estar asociados a

funcién y eventualmente fijados por divergencia ecolégica y adaptacion local.

Reconstruccién de las Relaciones Filogenéticas

Los andlisis filogenéticos de los 93 individuos con los 25,870 y 1,700 SNPs de individuos
de L. grupo sicilis revelaron, de manera consistente, la divergencia de las cuatro
poblaciones ya reconocidas con los andlisis descritos previamente. Los arboles
filogenéticos basados en dos diferentes métodos mostraron resultados similares,
identificando cuatro linajes monofiléticos, cada uno correspondiente a nuestras cuatro
poblaciones, manteniendo el mismo patron de divergencia, es decir, a las poblaciones de
L. “La Preciosa” y L. “Quechulac” con la relacion mas estrecha, a la poblacién L. “Atexcac”
como un linaje intermedio y, finalmente, a la poblacion de L. “El Carmen” como el grupo

mas alejado. Esto nos permite inferir que las poblaciones han estado sujetas a diferentes



presiones ambientales, experimentando posiblemente diferentes eventos de deriva
genética, a través, de la fijacion y pérdida aleatoria de variantes genéticas especialmente
neutrales y que la seleccion natural divergente es el mecanismo evolutivo que mejor
explicar la estructura genética de estos copépodos, a través de las variantes y/o regiones
genéticas particulares, las cuales posiblemente se encuentran dentro del conjunto de loci
sujetos a seleccién (1700 SNPs) y que podrian ser responsables de alterar la expresion
genética, la estructura y funcion de las proteinas en diferentes entornos, afectando la
eficacia individual por seleccion natural, conduciendo a adaptaciéon local (Pereira et al.,
2017). Lo que es mas evidente en las relaciones filogenéticas basadas en los SNPs
atipicos, pues, aunque tienen un patrén similar de relaciones filogenéticas mostrado con los
SNPs totales, estos arboles filogenéticos presentan ramas mas prolongadas, ademas, la
agrupacion de los cuatro clados monofiléticos es mas compacta, mostrando relaciones mas

estrechas dentro de grupo poblaciones y mas distantes con respecto de los otros grupos.

Discusién general e implicaciones ecolégicas

El conjunto de factores ambientales heterogéneos, la alta diversidad genética
intrapoblacional, el tamafio efectivo de la poblacion, tasas de mutacién constantes, el
aislamiento geograéfico, la deriva genética y la accion de la seleccion natural divergente, son
promotores importantes para la diferenciacion genética entre poblaciones. En esta tesis se
analiz6 la estructura y divergencia genética entre las poblaciones del copépodo L. grupo
sicilis, donde los analisis de estructura genética a nivel gendmico son el punto de partida
para lograr una mejor comprension del efecto potencial de los procesos evolutivos de la
migracion, el flujo de genes, el sistema de apareamiento, la seleccién, la adaptacién y la

deriva genética en las poblaciones (véase, p.e., Meimars, 2012).

El genotipado por secuenciacion realizado aqui ha demostrado ser til y confiable
para la identificacion de SNPs de alta calidad, asi como para la identificacion de ~6% de
SNPs con valores atipicos que se utilizaron para investigar la diversidad genética y definir
la estructura de las poblaciones de estos copépodos. La combinacion de herramientas de
agrupamiento bayesiano y jerarquico demostré ser eficaz para dilucidar la estructura
genética de las poblaciones, los resultados mostraron una estructura genémica definida con
niveles de diversidad altos en cada una de las poblaciones, sugiriendo un flujo genético

restringido con historias evolutivas independientes, resultado de tasas de dispersién bajas



y condiciones ecoldgicas diferenciales que ejercen altas presiones de seleccion

importantes, lo que mantiene aislando a los genotipos a sus ambientes particulares.

Las relaciones filogenéticas entre estas poblaciones sugieren una divergencia
asociada con las condiciones ambientales de los lagos (particularmente con los gradientes
de salinidad), sugiriendo adaptacion local modelada en un inicio y reforzada por seleccién
divergente, separando a las poblaciones del copépodo L. grupo sicilis en cuatro linajes,
cada uno adaptado a su condicion salina, L. “El Carmen” que se halla en un habitat con
salinidad variable, L. “Atexcac” que se encuentra en el ambiente mas salino, y las dos
restantes en ambientes dulceacuicolas L. “La Preciosa” y L. “Quechulac”, demostrando que
el ambiente es un predictor importante de la diferenciacion genética en poblaciones de
copépodos. Ademas, existe la probabilidad que alguno de los loci sujetos a seleccién (1700
SNPs) pueda estar asociados a genotipos particulares, estos a fenotipos especializados y
ambos a nichos ecolégicos particulares, que se asocien a la adaptacién local por variantes
genéticas especializadas, por lo que podrian amortiguan la entrada de nuevos genotipos y
reducir la probabilidad de establecimiento de migrantes en habitats diferentes al suyo (De
Mester et al., 2002; Alcantara et al., 2012; Matute, 2013). Al mismo tiempo, los resultados
presentados en esta tesis, sumados a los de Barrera-Moreno et al. (2015) y Barrera-
Sanchez (2016), refuerzan la interpretacion de que ha sido principalmente la seleccion
divergente la que ha modelado la estructura genémica de las poblaciones de estos
copépodos, conduciendo al aislamiento reproductivo precig6tico por inviabilidad de los
migrantes, y post-cigético por inviabilidad del hibrido en al menos dos linajes, y que en

tltima instancia han conducido a la especiacion ecoldgica.

Los recursos gendmicos obtenidos aqui seran Utiles para analisis posteriores que
ayuden a clarificar mejor el papel de la seleccién en el proceso de divergencia genética que
se ha demostrado aqui y, si esta divergencia a lo largo de un gradiente ambiental puede
ser indicativo de adaptacion local (Kawecki y Ebert, 2004; Savolainen et al., 2013). Bajo
este enfoque, posteriormente se deberd continuar con la investigacion que aclaré los
factores genéticos y ecoldgicos que han dado lugar a la adaptaciéon local en estas
poblaciones, utilizando métodos de exploracion genémica mas especializados que puedan
identificar genotipos asociados a rasgos selectivos con funcién genética como base de la
adaptacion local en cada uno de los contextos ecolégicos de las poblaciones de estos

copépodos. Actualmente, se sabe que la exploracién genémica ha permitido identificar las



huellas genéticas de la adaptacién local en poblaciones naturales, incluso en ausencia de
hipétesis planteadas a priori sobre los factores selectivos y los rasgos especificos
implicados (Savolainen et al., 2013; Tiffin y Ross-Ibarra, 2015), por lo que este modelo de
estudio parece ser muy prometedor para entender los procesos que han dado lugar a estos

patrones de divergencia biologica.

Conclusiones

Se logré analizar la diversidad y estructura genética de cuatro poblaciones del copépodo L.
grupo sicilis a partir de un método de GBS y la identificacién de sitios altamente polimorficos
con marcadores moleculares tipo SNPs de alta calidad. Se describi6 la diversidad genética
de cada poblacién, que es relativamente alta en todas las poblaciones. Adicionalmente, se
identificé un conjunto de marcadores atipicos (loci sujetos a seleccion) que ayudd a mejorar
los analisis de estructura interpoblacional, revelando una estructura particular para cada
poblacién de marcadores potencialmente asociados a la divergencia ecoldgica y la
adaptacion local.

Las relaciones filogenéticas fueron consistentes con la hipétesis de trabajo,
mostrando que las poblaciones afines del copépodo L. grupo sicilis han divergido en 4
clados independientes (L. “Atexcac”, L. “El Carmen”, L. “La Preciosa” y L. “Quechulac”) y
perfectamente definidos y asociados a divergencia de habitat, lo que sugiere que son
resultado de historias evolutivas independientes promovidas principalmente por la seleccion

natural divergente y nichos ecoldgicos contrastantes.
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