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RESUMEN

En el estudio de la variacidon y la variabilidad genética en rotiferos se ha documentado Ia
importancia de las divergencias ecoldgicas y las respuestas adaptativas sobre la estructura de las
poblaciones, asi como los patrones de flujo genético restringido entre las poblaciones de una
misma unidad geografica. Los lagos crater de la Cuenca Oriental, México, son profundos,
permanentes y notablemente disimiles en sus condiciones ecolégicas que, a pesar de su cercania
geografica (< 15 km), han dado lugar a patrones de adaptacién local divergente en las poblaciones
de rotiferos Brachionus sp. ‘México’. En esta tesis, utilizamos un enfoque de ‘escaneo’ del genoma
por medio de genotipificacion basada en secuenciacion (SBG) en 74 clones de tres poblaciones (25
de Alchichica, 28 de La Preciosa y 21 de Atexcac). Como resultado se identificaron y genotiparon
1,790 SNPs de alta calidad. Se encontrd que 137 SNPs estan bajo seleccidn con firmas de seleccidn
diversificadora. Se ubicaron 52 SNPs dentro de genes con anotacion funcional y se analizaron 14
SNPs con las medidas de diferenciacion poblacional mas elevadas para proporcionar una vision
general de las categorias funcionales sobre las que estd actuando la seleccién. El estudio demostré
la existencia de una estructura poblacional moderada, con una diferenciacion genética promedio
entre loci y sitios de muestreo de Fsr = 0.068; sin embargo, las poblaciones muestran altos niveles
de variacién genética (He = 0.364), y existe una mayor diversidad genética dentro de las
poblaciones que entre poblaciones (AMOVA; p < 0.05), lo cual indica que las tres poblaciones
locales comparten una gran proporcion de la diversidad total. Los anadlisis de agrupamiento (MSN,
DAPC, STRUCTURE) identifican tres conjuntos de genotipos independientes que corresponden a
cada lago. Los andlisis filogenéticos bayesianos no son concluyentes, sugieren que entre
poblaciones existen tasas de flujo genético histdrico. Estos hallazgos proporcionan evidencia de
seleccion divergente, como lo muestra el conjunto de regiones candidatas a seleccidn
diversificadora. Los SNPs que se encontraron fuera del patrén de neutralidad esperado poseen
una Fst media de 0.389 * 0.230 vy, se ubican dentro de genes que mostraron una variedad de
ontologias genéticas, que podrian estar relacionados con la reproduccidon sexual, con genes
relacionados a la meiosis, la compensacion frente a la osmoregulacidon, ademas de genes
implicados en hacer frente al daifo que pueda estar causado el enfrentamiento al estrés osmatico.
Sin embargo, estas inferencias deben tomarse con precaucidn ya que, estan limitadas por la falta
de conocimiento preciso de la funcidn de los genes. Los resultados muestran cdmo las condiciones
ecoldgicas divergentes propician respuestas adaptativas gendmicas a las condiciones locales en
poblaciones naturales de rotiferos que habitan lagos profundos, ademas de mostrar el alto
potencial evolutivo de las poblaciones locales, lo cual es relevante para comprender la dindmica
de los cambios de rasgos en las poblaciones naturales de organismos zooplancténicos lacustres.



ABSTRACT

The study of genetic variation and variability in rotifers has documented the importance of
ecological and adaptative responses on populations structure, as well as patterns of restricted
gene flow between populations within a single geographic unit. The crater lakes in the Oriental
Basin, Mexico, which are deep, permanent and remarkably dissimilar in their ecological conditions,
despite their geographic proximity (€ 15 km), have led to divergent local adaptation patterns In
populations of the rotifer Brachionus sp. ‘México’. In this thesis, we used a genome scanning
approach by sequencing-based genotyping (GBS) on 74 clones from three populations (25 from
Alchichica, 28 from La Preciosa and 21 from Atexcac). As a result, 1,790 high-quality SNPs were
identified and genotyped. A total of 137 SNPs were found to be under selection with diversifying
selection signatures. Fifty-two SNPs were located within functionally annotated genes, and 14
SNPs with the highest measures of population differentiation were analyzed to provide an
overview of the functional categories on which selection is acting. This study demonstrated the
existence of a moderate population structure, with average genetic differentiation between loci
and sampling sites of Fsr = 0.068; however, populations show high levels of genetic variation
(AMOVA; p £ 0.05), indicating that the three local populations share a large proportion of the total
diversity. Clustering analyses (MSN, DAPC, STRUCTURE) identify three independent sets of
genotypes corresponding to each lake. Bayesian phylogenetic analyses are inconclusive,
suggesting historical rates of gene flow between populations. These findings provide evidence of
divergent selection, as shown by the set of candidate regions for diversifying selection. SNPs that
were found outside the expected neutrality pattern have an average Fsr = 0.389 + 0.230, that
belong to genes that showed a variety of gene ontologies, which could be related to sexual
reproduction, genes related to meiosis, compensation against osmoregulation, as well as genes
involved in addressing the harm that may be caused by osmotic stress. However, these inferences
should be taken with caution since they are limited by the lack of precise knowledge of gene
function. Our results show how divergent ecological conditions lead to genomic adaptive
responses to local conditions in natural populations of rotifers inhabiting deep lakes, as well as
showing the high evolutionary potential of local populations, which is relevant to understand the
dynamics of trait changes in natural populations of lake zooplankton organisms.



1. INTRODUCCION

Los individuos de una poblacion o especie determinada no son genéticamente idénticos. Sus
secuencias de ADN difieren entre si y estas diferencias determinan la diversidad genética, es decir,
para un locus dentro de una poblacion es posible reconocer distintas variantes alélicas en los
individuos que, en general, conforman lo que se conocen como polimorfismos genéticos (Nei,
2000). La naturaleza variable de los genes y las secuencias del genoma se han identificado como
un aspecto clave de la evolucidén biolégica dado que la diversidad genética es la base de la
capacidad de una especie para responder a los cambios ambientales. Por ello, conocer su origen y
distribucién se ha convertido en un tema central para la biologia evolutiva (Hedrick, 2011).

El polimorfismo genético de cualquier poblacidn particular ha sido moldeado por su
historia demografica. Las poblaciones naturales a menudo tienen historias complejas que
consisten en fases de expansion y contraccion del tamano poblacional, fluctuaciones debidas a
cambios ambientales bidticos o abidticos, que probablemente afectan a la mayoria de las especies
vivas (Bjornstad & Grenfell, 2001; Sun et al., 2015). Los factores ecoldgicos responsables de tales
fluctuaciones ocasionan que una poblacion esté parcialmente aislada y las fuerzas estocésticas y/o
selectivas moldean la variacion genética de manera diferencial lo que, a su vez, afecta los patrones
de flujo genético y apareamiento.

La diversidad genética es la base de la adaptacién de las especies a ambientes divergentes.
La combinacién de diversidad genética nueva, a través de la mutacidn, y la diversidad genética
existente, producto de mutaciones previas, es necesaria para que ocurra la adaptacion de las
especies a cambios ambientales. Desde un punto de vista tedrico, se puede pensar que la
diversidad genética refleja el equilibrio entre la aparicidn y desaparicion de variantes genéticas
(alelos). El anadlisis de los polimorfismos genéticos mediante distintas herramientas moleculares
(Putman & Carbone, 2014; Kagale et al., 2016) y estadisticas, permite realizar inferencias respecto
a los procesos microevolutivos y los factores ambientales que afectan la diversidad genética y su
distribucién en las poblaciones (Sunnucks, 2000).

Diversidad genética y su distribucion

Las especies se distribuyen en poblaciones que no son infinitas ni continuas (Holsinger & Weir,
2009). La interaccion histdrica y reciente entre la dindmica geoldgica, climatica y las demandas
ecoldgicas vy fisioldgicas de los organismos, ha dado lugar a patrones de distribucién discontinuos,
donde las poblaciones se mantienen aisladas por combinaciones de variables ambientales y/o
barreras fisicas que restringen el intercambio genético (Orsini et al., 2012; Gavin et al., 2014).
Dichas poblaciones pueden representarse como grupos entre los cuales la variacién genética
difiere claramente, existiendo una estructura genética poblacional (Corander et al., 2008).

Podemos pensar que las especies estdan conformadas por una serie de poblaciones
conectadas por flujo génico y el conjunto de todas las poblaciones entre las que hay flujo génico
constituye a una especie ya que el nivel de flujo genético determina hasta qué grado cada
poblacién de una especie constituye una unidad evolutivamente independiente (Slatkin, 1993;



Munshi-South, 2012). Los conjuntos de habitats locales que estan conectados por dispersion, y las
poblaciones en cada habitat local interactian entre ellas, y responden a las caracteristicas
ambientales las cuales pueden influir en la diversificacién adaptativa (Olivier et al., 2016). Las
poblaciones pueden desarrollar caracteristicas favorables para su ambiente local, a pesar de que
dichas caracteristicas pudieran ser desfavorables en otros ambientes (Nosil & Feder, 2012). Por lo
tanto, las variantes genéticas favorecidas en dicho ambiente tendran, en promedio, una mayor
eficacia bioldgica que los genotipos inmigrantes (Via & Hawthorne, 2002). Es de esperarse que la
divergencia genética entre dichas poblaciones sea proporcional a las diferencias genéticas vy
fenotipicas originadas por las diferencias ambientales (Crispo et al., 2006; Lee & Mitchell-Olds,
2011), por lo tanto, mientras mas diferencias ambientales (mayor numero de variables
divergentes) haya entre dos poblaciones, menor serd el flujo genético entre ellas y habra una
mayor divergencia genética (Nosil & Feder, 2012).

Durante el proceso de diversificacion adaptativa, surge la diferenciacidén genética en genes
neutrales y adaptativos entre poblaciones (Nosil et al., 2008; Funk et al, 2011). Cuando las
poblaciones habitan en localidades con diferencias ambientales, la seleccién natural tiende a
producir un cambio evolutivo a través de un favorecimiento diferencial de la reproduccién de
ciertos individuos con ciertos genes. La seleccién natural no produce cambios genéticos, sino que
una vez que el cambio ha ocurrido actia favoreciendo a unos alelos sobre otros (Rdsdnen &
Hendry, 2008). Asi, la seleccidn disruptiva de un tipo ancestral comun impulsa la creacién de
ecotipos diversificados a través de una serie de cambios genéticos adaptativos (Dieckmann &
Doebeli, 1999) y no adaptativos (Funk et al., 2011; Orsini et al., 2013).

Diferenciacidn genética entre poblaciones

Los conocimientos sobre los procesos genéticos que sustentan la adaptacién de las poblaciones
naturales a los cambios ambientales son cruciales, sin embargo, existe informacion limitada del
genoma en especies genéticas no modelo y, por el otro lado, una falta de un contexto ecoldgico en
las especies modelo (Stapley et al., 2010).

Los métodos next-gen permiten secuenciar multiples partes del genoma, por lo que es
posible estudiar genomas de organismos no modelo (Ekblom & Galindo, 2011), por ejemplo, la
genotipificacion basada en secuenciacion (SBG), mediante el uso de enzimas de restriccion toma
una muestra reducida del genoma, de esta forma es posible identificar la fuente mas comun de
variacion genética en los genomas, mutaciones puntuales de la linea germinal que ocurren de
forma natural en el curso de la evolucién (Bostein & Risch, 2003), Ilamados polimorfismos de base
Unica SNP o polimorfismos de un solo nucleétido. Mediante la secuenciaciéon next-gen es posible
secuenciar miles de loci para cientos de individuos, independientemente del tamafio y
conocimiento previo del genoma. Asimismo, permite identificar regiones gendmicas especificas
que pueden haber experimentado la seleccién natural y mejorar la precisién de las inferencias
demograficas al aumentar en gran medida el nimero de marcadores putativamente neutrales
analizados (Mastreta-Yanes et al., 2015); es decir, se obtiene un analisis detallado de la estructura
genética de las poblaciones (ver como cambian las frecuencias de los alelos en el espacio), analizar
la historia demografica y proponer genes candidatos para adaptaciones ambientales especificas
(Flaxman et al., 2012; Feder et al., 2014).



La deteccion de genes candidatos es posible debido a que presentan frecuencias alélicas
altamente diferenciadas. La gran mayoria del genoma, que es neutral, evolucionard de acuerdo
con un equilibrio migracién/deriva debido a eventos de recombinacion. Mientras que la
probabilidad de que un gen bajo seleccién aumente en frecuencia depende de la interaccion entre
el flujo genético y la seleccion natural que homogeniza o hace que diverjan las frecuencias alélicas,
respectivamente (Hedrick, 2011). La seleccién actia sobre aquellos loci involucrados en procesos
adaptativos, y también puede presentarse en un vinculo fisico con un locus debido al ligamiento
fisico (Meirmans & Hedrick, 2010).

La deteccidn de seiiales de seleccion en el genoma y posteriormente la identificacién de
los rasgos que estan determinados por esos genes, es especialmente Util cuando no se dispone de
un conocimiento a priori de la divergencia genética en rasgos cuantitativos entre poblaciones
(enfoque QTL) o de los genes involucrados en los procesos de seleccion (enfoque de genes
candidatos) (Luikart et al., 2003; Storz, 2005). También es posible identificar loci candidatos sin
tener una hipdtesis ambiental a priori. Aquellos marcadores que tengan un componente local
significativo podrian estar bajo selecciéon diferencial (si la diferenciacién es elevada) o
balanceadora (si la diferenciacion es baja) (Excoffier et al., 2009).

Para cuantificar las diferencias entre y dentro de las poblaciones naturales, los estadisticos
F de Wright funcionan como una herramienta (Hedrick, 2011). Estas diferencias en las frecuencias
alélicas se relacionan de manera predecible con las tasas de ciertos procesos evolutivos (Holsinger
& Weir, 2009). El estadistico de fijacion Fsr, es una medida con un rango de O, si tienen
exactamente los mismos alelos en las mismas frecuencias, hasta 1, si no comparten ningun alelo
(Wright, 1951). Sin embargo, resulta complicado distinguir la distribucidon de Fsr real de genes
neutrales (De Mita et al., 2013). Esto genera que muchos de los genes que se detectan como
atipicos puedan ser falsos positivos, y que su alta diferenciacidon genética se deba a procesos no
adaptativos, como el desequilibrio de ligamiento, donde los genes adyacentes a los genes bajo
seleccidn también son arrastrados por la seleccién natural, los cambios en las tasas de mutacién, o
los mismos procesos demograficos, ya que los procesos demograficos afectan a todo el genoma
(Meirmans & Hedrick, 2010), por lo que es conveniente tener muchas poblaciones y estimar mejor
los parametros de diferenciacion (De Mita et al., 2013).

Sin embargo, asignar sin ambigliedades las causas de la seleccién natural dentro de los
regimenes de seleccion multidimensional en la naturaleza es un desafio (Vandenkoornhuyse et al.,
2010). Con el uso de métodos de secuenciacién masiva y estadisticos, por un lado, y de
informacién ecoldgica detallada, por otro, es posible avanzar en estudios que aborden la
adaptacion local y la divergencia ecoldgica (Martins et al., 2017).

Los lagos para estudiar la diversificacion

Los lagos son entornos donde se espera que las tasas de diversificacion sean mas altas que en
otros sistemas marinos o terrestres, porque cada cuerpo de agua es el resultado de una
combinacion de factores abidticos que incluyen regimenes climaticos, geologia regional, actividad
tectdnica y factores bioldgicos los cuales construyen una estructura comunitaria y por lo tanto
interacciones bidticas Unicas. El conjunto de varios lagos aislados geograficamente constituye un
tipo de sistema insular integrado por elementos independientes (Wilson & Bossert, 1971), por lo



tanto, la adaptacion a diferentes entornos puede resultar en adaptacion local; esto es debido a
gue cada cuerpo de agua continental posee una salinidad y composicidn idnica Unica (Libes, 2009).

En los habitats acudticos continentales, el zooplancton muestra una alta capacidad de
dispersién y colonizacion (Louette & De Meester, 2005). Sin embargo, el flujo génico entre las
poblaciones que habitan en sistemas vecinos es relativamente bajo, es decir, la diferenciacién
genética puede ser elevada (Gomez et al., 2002). La estructura poblacional frecuentemente
observada en estas poblaciones es debida a la interaccidn de las fuerzas evolutivas especialmente
durante la colonizacion (Badosa et al., 2017). La persistencia de eventos fundadores, resultado de
la colonizacidn por unos pocos individuos, las altas tasas de crecimiento, que generan una ventaja
numérica de los primeros colonos (Gémez et al., 2002), rapida adaptacion genética a las
condiciones locales (Orsini et al., 2013), y la acumulaciéon de grandes bancos de huevos de
resistencia (Brendonck & De Meester, 2003), puede conducir a la monopolizacién de recursos por
genotipos descendientes de los fundadores iniciales (De Meester et al., 2002).

Estos procesos se conocen como la ‘hipdtesis de la monopolizaciéon’ (De Meester et al.,
2002), que es especialmente relevante para los organismos zooplanctonicos partenogenéticos
ciclicos, como los rotiferos monogonontes y los claddceros. Estos organismos combinan la
proliferaciéon clonal con episodios ocasionales de reproduccidn sexual que dan como resultado la
produccidon de huevos diapdusicos. Estos huevos son de vida larga y pueden persistir en los
sedimentos de los lagos cuando las condiciones ambientales son adversas (Serra & King, 2003). En
poblaciones de rotiferos Brachionus y la pulga de agua Daphnia, los eventos fundadores
persistentes dan como resultado niveles bajos de flujo de genes entre estanques cercanos y una
diferenciacién genética alta (Gémez et al., 2002; Haag et al., 2006). Ademas, las poblaciones de
estos organismos muestran signos de adaptacion local a la salinidad y la temperatura en rasgos de
historia de vida (Campillo et al., 2011; Alcantara-Rodriguez et al., 2012).

En esta tesis, se identificd la variacion genética poblacional y exploramos ademas la
variacion que subyace a la adaptacién local en Brachionus sp. ‘México’ (Mills et al., 2017), un
rotifero que habita tres lagos en la Cuenca Oriental con caracteristicas limnoldgicas diferentes. Se
ha sugerido una subdivisiéon de las poblaciones de acuerdo con las evidencias ecofisioldgicas,
ecolégicas y genéticas hasta ahora reportadas (Alcantara-Rodriguez, 2018). Si se parte de la base
gue la limitacidn de flujo génico, en conjunto con la acumulacién de mutaciones y la adaptacion a
condiciones locales resultan en la divergencia genética entre poblaciones, entonces, en esta
investigacion aprovechamos un sistema de estudio de poblaciones ya caracterizado
ecolégicamente para estudiar su variacion a una escala mas fina, mediante el uso de la
genotipificacion basada en secuenciacién (SBG) y la identificacién de polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs). De esta forma, se busca inferir los mecanismos evolutivos a los que han estado
sujetas estas poblaciones.



2. ANTECEDENTES

Estudios previos han evaluado la variacién genética inherente en diversos organismos
zooplancténicos de aguas continentales. Como se describié anteriormente, la dispersion y la
adaptacion local son impulsores clave de la distribucion de especies y la estructura de las
comunidades, por lo tanto, son fundamentales para comprender la biodiversidad acuatica. Por
ejemplo, analizando al crustaceo andstraco Artemia franciscana, que ha colonizado diversos
ambientes a través de la dispersiéon por aves acuaticas, Frisch et al. (2021) determinaron la
importancia relativa del aislamiento por distancia y por el ambiente utilizando el gen COl y cinco
marcadores de microsatélites nucleares en la estructuracion genética espacial en 15 poblaciones
provenientes de lagos salinos del centro de Canadd. Encontraron una estructura genética
significativa entre las poblaciones, el 30% de la variacion en la estructura genética se explica por
aislamiento por ambiente. Sin embargo, no estd relacionada con la distribucion geografica.
Describen una fuerte relacion entre el patrén de divergencia observado y el entorno hidroquimico
de los lagos. Esto sugiere que la geoquimica es importante en la radiaciéon adaptativa de estos
crustdceos andstracos, afectando también a la variacion genética intraespecifica entre
poblaciones, promoviendo el aislamiento por ambiente, ocasionando que la dispersidn sea ineficaz
cuando las aves mueven los quistes entre lagos con diferente hidroquimica.

En busca de sefiales de las respuestas adaptativas en poblaciones provenientes de
ambiente natural, Orsini et al. (2012) han identificado genes candidatos responsables de la
adaptacion a multiples estresores naturales y antropogénicos en poblaciones naturales del
cladécero Daphnia magna. Estos investigadores evaluaron 19 poblaciones de D. magna que
habitan estanques poco profundos distribuidos a lo largo de fuertes gradientes ambientales en
Bélgica, que han sido identificados como inductores de respuestas microevolutivas en esta
especie, como la presion a la depredacién por peces, la infeccién del endopardsito Pasteurina
ramosa y la intensidad del uso de suelo. Estas poblaciones fueron genotipadas por microsatélites y
SNPs en busca de vincular la diversidad gendmica con la variabilidad ambiental, encontrando
evidencia de seleccién a nivel de genoma e identificando genes candidatos vinculados a los tres
factores ambientales estresantes, lo que proporciona evidencia de patrones repetibles de
adaptacion local en un mosaico geogréfico de factores estresantes ambientales. Estos resultados
implican un alto potencial evolutivo de las poblaciones locales, lo cual es relevante para
comprender la dindmica de los cambios en los rasgos de las poblaciones naturales y su impacto en
las respuestas de la comunidad y el ecosistema a través de una retroalimentacidn eco-evolutiva.

Las fluctuaciones ambientales son omnipresentes y, por lo tanto, esenciales para el
estudio de la adaptacidn. Los lagos salinos de la regién mediterranea son notablemente diversos
en sus condiciones ecolégicas, dando lugar a patrones de adaptacién locales divergentes en los
organismos acuaticos que los habitan. Franch-Gras et al. (2018) estudiaron los patrones de
variabilidad genética y diferenciacién del genoma del rotifero facultativamente sexual Brachionus
plicatilis en respuesta a la predictibilidad ambiental usando SBG. Analizaron clones de B. plicatilis
de nueve lagos salados espafioles que difieren en las condiciones de predictibilidad ambiental y, a
la cual, se ha demostrado que las poblaciones que los habitan presentan patrones de adaptacion
local. Los patrones de variacion genética de todo el genoma no revelaron una estructura de
poblacién con base geografica (la diferenciacion general de la poblacion Fsr = 0.18), sin embargo,
se identificaron regiones candidatas con presencia de seleccién diversificadora, algunas de ellas
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estdn correlacionadas con la predictibilidad ambiental y otras con rasgos de historia de vida y
otros factores ecolédgicos. Ademads, encontraron un gran conjunto de genes que muestran firmas
de seleccion equilibradora proporcionando evidencia gendmica de adaptacidon a las condiciones
locales en las poblaciones naturales de rotiferos. Estos resultados proporcionan evidencia de
respuestas adaptativas gendmicas a las condiciones locales en poblaciones naturales de rotiferos,
asociadas al grado de predictibilidad ambiental.

En la Cuenca Oriental Mexicana, el copépodo Leptodiaptomus grupo sicilis que habita
cuatro lagos con caracteristicas limnoldgicas contrastantes, muestra diferenciacion ecoldgica
(Barrera-Moreno et al., 2015) y de aislamiento reproductivo precigético por inviabilidad de los
migrantes, ademas de aislamiento reproductivo postcigoético por inviabilidad del hibrido entre al
menos dos de estas poblaciones (Barrera-Sanchez, 2016). También poseen un patron de
diversificacion, con diferencias en la diversidad genética, se identificaron un conjunto de
marcadores atipicos que revelaron una estructura particular para cada poblacién han divergido en
cuatro clados independientes, perfectamente definidos 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 (Urban-Olivares, 2019; Ortega-
Mayagoitia et al., 2022).

El rotifero Brachionus sp. ‘México’, presente en tres ambientes heterogéneos, desde una
salinidad relativamente alta de 9 g L™ (lago Alchichica), pasando por una salinidad de 6.5 g L™ (lago
Atexcac), hasta un hébitat dulceacuicola 1.1 g L™ (lago La Preciosa). Comparten un haplotipo del
gen COl y la ausencia de divergencia importante entre las secuencias sugiere que la adaptacién se
ha originado después de la colonizaciéon de los lagos y que las tasas de inmigraciéon de otros
haplotipos han sido muy limitadas o ausentes. Ademas, se sugiere que la poblacién que habita en
el lago dulceacuicola de esta especie haldfila se ha adaptado a las condiciones del lago (Alcantara-
Rodriguez et al., 2012). Los andlisis sugieren un efecto fundador a partir de un solo evento de
colonizacion relativamente reciente y, posterior a este evento, se dio una dispersién hacia los
demas lagos, aunado a una tasa de migracion muy restringida (Alcantara-Rodriguez, 2018). Sin
embargo, los estudios gendmicos previos en B. sp ‘México’ estan limitados por el tamafio de la
muestra y el nUmero de loci genéticos (Alcantara-Rodriguez, 2018), lo que requiere mds estudio,
pero proporciona la base para la comparacién de la historia natural de la especie.

Asi, en esta tesis, generamos un gran conjunto de datos de polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP) utilizando genotipificacion basada en secuenciaciéon (SBG) de muestras
recolectadas de los diferentes ambientes donde habita Brachinous ‘México’ para: 1) identificar la
variacion genética existente entre las poblaciones, 2) descubrir loci candidatos potencialmente
involucrados en la adaptaciéon local, basandonos en la premisa de que los loci bajo seleccién
divergente muestran una mayor variacion en las frecuencias alélicas entre las poblaciones que las
regiones gendmicas neutrales (valores atipicos; Lewontin y Krakauer, 1973). Por lo tanto, los SNP
gue muestran una mayor diferenciacién de poblacién (Fsr) que las expectativas neutrales pueden
ser indicativos de una adaptacion local. Y, 3) finalmente asociar los loci putativos bajo seleccion a
genes anotados, utilizando un genoma de referencia de una especie filogenéticamente cercana (B.
plicatilis).



Los resultados en este trabajo permitirdn analizar la estructura genética y las “firmas de
seleccion”, lo que permitird la identificacién de patrones adaptativos y, en un futuro, su relacion
con aspectos fisioldgicos, morfolégicos y ecoldgicos, generando una explicacién a las adaptaciones
particulares que poseen las poblaciones en cada uno de sus ambientes.



3. OBIJETIVOS

Objetivo general

Analizar la divergencia interpoblacional genética del rotifero partenogenético ciclico Brachionus
sp. ‘México’ que habita los lagos crater, profundos, monomicticos calidos de la Cuenca Oriental
(Alchichica, La Preciosa y Atexcac).

Objetivos particulares

- Identificar polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) por medio de genotipificacion
basada en secuenciacion (SBG).

- Analizar los niveles de variacién gendmica, la estructura genética y el flujo génico
entre las poblaciones de los tres lagos de la Cuenca Oriental.

- Relacionar la divergencia gendmica interpoblacional con regiones gendmicas
conocidas comparando con un genoma de referencia.
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4. METODOLOGIA

Zona de estudio

La Cuenca Oriental abarca las zonas limitrofes de los estados de Puebla, Tlaxcala y Veracruz, entre
los 18°57’ y los 19°44’ de latitud Norte, es decir, en la zona tropical del pais (Fig. 1). Presenta
altitudes que van desde los 2,300 m s.n.m. en la mayor parte de la superficie de la cuenca, hasta
los 4,461 m s.n.m. La planicie presenta un clima que estd influido principalmente por la altitud, la
exposicion de vientos secos y la sombra orografica que producen las montafias cercanas (Ramirez
& Novelo, 1984), que ayudan a detener los vientos humedos (alisios) provenientes del Golfo de
México, confiriéndole, asi, un clima templado semiarido con lluvias en invierno, pero en latitudes
tropicales (Garcia, 1988; Vilaclara et al., 1993). Su precipitacidn total anual es de 500 mm y
mantiene un rango de temperatura media anual entre 16 y 23°C (Armienta et al., 2008).

En esta cuenca existen seis lagos-crater (maars), los cuales reciben el nombre local de
axalapascos (término compuesto derivado del nahuatl, que significa “olla de arena y agua”).
Tecuitlapa, Alchichica, Quechulac, La Preciosa, Atexcac y Aljojuca se originaron por actividad
magmatica, explosiones fredticas o freatomagmaticas (Chako-Tchamabe et al., 2020). Estos
elementos fisiograficos se encuentran inmersos en una amplia planicie aluvial. La principal fuente
de agua es aportada por la infiltracién del manto freatico a través del suelo de la zona muy
permeable. Las caracteristicas del agua de estos lagos evidencian el origen subterraneo de ésta, ya
que, por su interrelacion con las rocas y sedimentos subterrdneos, el agua presenta diversos
grados de salinidad y composicidn quimica que varian de un lago a otro. La alimentacion del lago
depende directamente de los mantos acuiferos, los que a su vez se recargan con agua pluvial
(Arredondo-Figueroa, 2002; Caballero et al., 2003; Alcocer-Durand et al., 2004).

El comportamiento termodindmico tipico de los lagos profundos de México es de tipo
monomictico calido, con circulacién en el invierno y estratificacion el resto del afio (Lewis, 2000).
La columna de agua se rige por periodos de mezcla y estratificacion térmica que generan
fluctuaciones temporales y espaciales en las variables fisicas y quimicas, determinando la sucesién
de las comunidades bioldgicas al influenciar su composicion y densidad (Oliva et al., 2001).

En tres de estos lagos habita el rotifero monogononte denominado Brachionus sp. ‘México’,
estos lagos se encuentran a una altura de 2,340 m s.n.m., son endorreicos, cercanos entre si (<20
Km) y son influenciados por condiciones climaticas y edaficas similares.

— Lago Alchichica

El lago Alchichica se localiza en las coordenadas 19°24’N, 97°24’W, en la planicie “Llanos de San
Juan”. Segln una prospeccion batimétrica realizada en el 2002, el lago tenia una profundidad
méxima de 62 m, una profundidad media de 40.9 m, una superficie de 2.3 km?, un volumen de
94,214,080 m3, una longitud maxima 1.7 km y una anchura maxima de 1.4 km (Filonov et al.,
2006). El agua del lago se considera salina (9 g L) y alcalina (pH = 9.0).

— Lago La Preciosa

Se encuentra entre las coordenadas 19°22’ N y 97°23’ W, su forma es aproximadamente triangular
tiene una profundidad maxima de 45 m, un drea superficial de 0.78 km?, una longitud maxima de
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1.34 km con orientacién noreste-suroeste. (Arredondo-Figueroa, 2002). Posee una salinidad de 1.1
g L'}, lo cual no se considera como un lago salino desde el punto de vista bioldgico (Williams,
1964), pero tampoco lo podemos considerar estrictamente dulceacuicola pues tiene un pH
alcalino (8.7).

— Lago Atexcac

Se encuentra entre las coordenadas 19°20° N y 97°27" W, su forma es aproximadamente eliptica y
presenta una zona litoral muy reducida, con una longitud mdaxima de 0.780 km con orientacion
suroeste-noreste y tiene un area 0.29 km? (Carrasco-Nufiez et al., 2006) con una profundidad
media de 25.7 m y una profundidad maxima reportada de 35 m. Se considera un lago hiposalino
debido a su concentracién de salinidad 6.086 mg L™ (Armienta et al., 2008). El pH varia entre 8.1y
8.3.
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Figura. 1. Cuenca Oriental, se marca en cuadros rojos los lagos donde habitan las poblaciones de Brachionus
sp. ‘México’.
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Obtencion de muestras

Se tomaron muestras de la capa superficial de los bancos de huevos inactivos de cada uno de los
tres lagos por medio de una draga tipo Eckman de 25x25 cm, para capturar la diversidad genética
de las poblaciones naturales sin que se vea afectada por la erosion clonal que ocurre tipicamente
en las poblaciones activas de especies partenogenéticas ciclicas (Vanoverbeke & De Meester,
2010), como es el caso de Brachionus sp. ‘México’. Se colectaron los sedimentos de los 3 cm mas
superficiales, los cuales fueron transportados al laboratorio a una temperatura de 4°C (Hagiwara &
Hino, 1989). En el laboratorio las muestras se almacenaron a 4°C y se mantuvieron en oscuridad
por lo menos durante 30 dias como periodo refractario (Caceres, 1997).

Para aislar los huevos diapausicos se siguio el procedimiento de extraccidén por flotacion
en sacarosa descrito por (Onbé, 1978), modificado. Estd técnica ha sido utilizada con éxito para la
extraccién y aislamiento de formas de resistencia de multitud de organismos zooplancténicos
(véase, p.e., Gomez & Carvalho, 2000; Alcantara-Rodriguez et al., 2012). Se tomaron 3 g de
sedimento (en peso himedo) que se resuspendieron con una solucién de sacarosa 1:1 p/v y se
homogenizé. El sedimento se deposité en tubos de centrifuga de 50 ml y se rellenaron con la
misma solucidon de sacarosa hasta el volumen final de 45 ml. Posteriormente, los tubos que
contenian la mezcla de sedimento y sacarosa se centrifugaron a 1,000 r.p.m. durante 5 min. Tras el
centrifugado, el material de baja densidad que permanecid en suspension se decanté vy filtrd a
través de una malla con didmetro de poro de 30 um. Con este procedimiento se eliminaron los
componentes mas finos del sedimento. El material retenido en el filtro, entre el que se
encontraban los huevos diapdusicos de rotiferos, se lavd con agua salina abundante para eliminar
los restos de sacarosa. Los huevos se transfirieron a una placa Petri donde se procedié a la
identificacion y aislamiento de los huevos pertenecientes a las especies de B. sp. ‘México’ con un
microscopio estereoscopico a bajos aumentos.

Sélo se aislaron aquellos huevos diapdusicos que presentaban: (1) las cubiertas
protectoras intactas y (2) evidencia de contenido embrionario integro (véase, (Garcia-Roger et al.,
2006). Cada huevo fue colocado individualmente en placas multipocillos que contenian 1 ml de
medio a 9 g L! de salinidad (Gémez et al., 2002), y se incubaron a 18°C de temperatura en
condiciones de iluminacién constante. Estos cultivos se monitorearon para detectar las eclosiones
y la aparicidon de hembras neonatas. Se renové el medio cada dos dias para prevenir el crecimiento
de hongos y bacterias sobre la superficie de los huevos que pudiera afectar a la eclosion de estos
(Balompapueng et al., 1997).

A partir de los rotiferos eclosionados se establecieron 94 cultivos monoclonales (32
organismos para Alchichica, 31 La Preciosa, 31 Atexcac), las hembras neonatas se transfirieron
individualmente a placas multipocillos que contenian 1 ml de medio de cultivo a 9 g L de
salinidad, debidamente alimentados y se dejaron proliferar partenogenéticamente bajo las
mismas condiciones de luz y temperatura descritos previamente.

Los cultivos de las diferentes poblaciones se traspasaron y mantuvieron en tubos de
ensayo con 15 ml del medio de cultivo y estuvieron en observacion y recambio constante para
prevenir la reproducciéon sexual, hasta que fueron utilizados.

14



Mantenimiento de los cultivos

Fueron alimentados utilizando la microalga Tetraselmis suecica a una densidad relativamente alta
(> 6 mg C L?; Ciros-Pérez et al., 2001). Semanalmente, se elimind una fracciéon del cultivo de
rotiferos y se reemplazé con nuevo medio de cultivo (i.e., T. suecica en la densidad adecuada). Los
cultivos de T. suecica crecieron en medio de cultivo salino (9 g L) que se prepard a partir de
disolver sales marinas comerciales (Instant Ocean® Aquarium Systems™) en agua
electrodesionizada (Milipore®©, Elix 5) y autoclavada, que se fertilizé con el medio F/2 (Guillar y
Ryther, 1962; véase, Andersen, 2005) antes de la inoculacion. La tasa de dilucion (D) que se
empled fue de 0.7 semana™ (Boraas, 1993).

Variaciéon gendmica

Extraccion de ADN y construccion de la biblioteca de secuenciacién de ADN

Se seleccionaron 10 individuos adultos (hembras sin huevo) de cada uno de los 94 clones de B. sp.
‘México’ para realizar la extraccion de ADN utilizando el protocolo de extraccion Hot-SHOT
(Montero-Pau et al., 2008), modificado. Se utilizaron 10 pl de solucién litica, ademas de macerar
mecanicamente, posteriormente, el producto se mantuvo en incubacién a 95°C durante 30 min v,
finalmente, se le agregd 10 ul de neutralizador. Como la cantidad de ADN obtenida mediante esta
extraccién no era suficiente para poder realizar los anadlisis posteriores se decidié amplificar las
muestras mediante el kit REPLI-g single cell (Qiagen T™) obteniendo un volumen final de 12.5 pl
por muestra, llevando a cabo el procedimiento del fabricante: 30°C por 10 h, inactivando la
reaccién a 65°C por 3 min. La purificacién del ADN amplificado se realizé mediante la precipitacién
del ADN con acetato de sodio 3 M y lavados con etanol al 100% y 70%, retirando el sobrenadante y
el ADN se resuspendié en 20 pl de buffer EB (Qiagen T™). La pureza se evalud utilizando un equipo
BioTek™ Epoch 2 (Agilent Technologies) y la cantidad se evalué con Qubit™ (Fluorémetro 2.0,
Invitrogen).

Genotipificacidon basada en secuenciacion

Se enviaron alicuotas de ADN de alto peso molecular, con una relacion 260/280 nm que oscilaban
entre 1.8-2.2 QC, a las instalaciones de secuenciacién del Centro Gendmico de la Universidad de
Minnesota (CGUM, EUA), donde obtuvimos una representacién reducida del genoma utilizando
genotipificacion basada en secuenciacion (SBG) para el descubrimiento de polimorfismos de un
solo nucleétido (SNPs). SBG es una técnica de secuenciacién en la que el ADN gendmico se digiere
con una o mas enzimas de restriccion, los adaptadores complementarios se ligan a los fragmentos
gue luego se amplifican y secuencian (Elshire, 2011). Como primer paso, se enviaron muestras que
representaran a las diferentes poblaciones (Alchichica: 3 muestras, Atexcac: 2 muestras, La
Preciosa: 3 muestras) para poder evaluar con un panel de enzimas de restriccidon cual de estas
generaba un mayor nimero de sitios de corte, lo que representa una mayor cantidad de
informacidn al generar las bibliotecas, y con las que se obtiene la mayor cobertura del genoma. Se
seleccionaron las enzimas Ape Kl y Mbol, para el proceso de digestion del ADN gendmico.
Posteriormente, se enviaron 94 muestras, 32 de Alchichica, 31 de La Preciosa y 31 de Atexcac. Los
adaptadores de secuenciacion de Illumina y los cédigos de barras especificos de la muestra se
ligaron luego a los extremos adhesivos de los fragmentos resultantes y las muestras se
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combinaron en proporciones equimolares para su multiplexacion. Se realizé la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) para la construccién de la biblioteca y se utilizé la tecnologia de un solo
extremo (150 pb) de Illumina NextSeq 550.

Procesamiento de datos gendmicos

Las lecturas de Illumina se capturaron, se ordenaron por similitud y se almacenaron en un archivo
FASTQ para generar etiquetas Unicas, las cuales se filtraron y demultiplexaron con calidad para
eliminar la secuencia del adaptador, recuperar los cddigos de barras, eliminar cualquier lectura
con base no llamada, descartar las lecturas de baja calidad. Para ello, se utilizaron los programas
Illumina bcl2fastq y Trimmomatic, la calidad de las secuencias se evalué con el programa FastQC.
El archivo se alined con el genoma de referencia de Brachionus plicatilis (NCBI, Accession
GCA_003710015.1, disponible en
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_003710015.1/#/st; (Franch-Gras et al., 2018)
usando Burrows-Wheeler Aligner (BWA, versidon 0.7.8-r455), establecido en la configuracion
predeterminada. Las etiquetas de secuencias alineadas se almacenaron en un archivo TOMP
(TagsOnPhysicallMap; formato SAM/BAM). A continuacion, se realizd un analisis de ensamble e
identificacion de polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs), los SNPs de baja calidad se filtraron
por la frecuencia minima de alelos menores (mnMAF <0.01) y los datos faltantes por sitio (MDps >
10 %) con el programa Freebayes. Finalmente, se generd un archivo con las variantes identificadas
entre las secuencias y entre los individuos Variant Call Format (VCF).

Filtrado de SNPs

Se aplicé un conjunto de filtros para retener SNPs altamente informativos, de alta calidad y que no
representan regiones repetidas, cada muestra producida tuvo una puntuacién media de calidad de
lectura (phred) > 30. Las lecturas se mapearon con bases de datos gendmicas (humanos, raton,
Escherichia coli, levadura, virus PhiX y cloroplasto) para detectar la contaminaciéon del ADN.
Posteriormente, se aplicé un filtro de calidad utilizando una secuencia de comandos desarrollados
a medida y VCFTOOLS. Para obtener genotipos asignados con confianza, se excluyeron aquellos
individuos en cada muestra con > 20 % de genotipos faltantes, y variantes con llamadas faltantes
en mas del 5 % de las muestras, asi como variantes con frecuencia minima de alelos menores
(mnMAF) < 0.01. Con estos criterios, sélo 74 individuos pasaron el filtro. Después, se aplicaron una
segunda serie de filtros para conservar sélo variantes sin llamadas faltantes y eliminar sitios no
informativos (MDps < 0.05), dejando las variantes presentes en al menos 4 individuos, con sélo
dos alelos presentes; los marcadores con una cobertura superior a la media mas dos desviaciones
estandar se eliminaron y se permitié un maximo de heterocigosidad de 0.75. Por ultimo, para
reducir la influencia potencial del desequilibrio de ligamiento, se mantuvo sélo un SNP de cada
fragmento de 150 pb (la longitud de las lecturas en bruto), lo que resulta en un conjunto de datos
de 1,790 SNPs guardados en un archivo de variantes VCF (Variant Call Format) para analisis
posteriores.
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Analisis gendmicos de poblacién

Analisis estadistico

Todos los paquetes de R utilizados para los analisis de datos descritos en esta seccién se
ejecutaron en la versiéon 3.6.2 (R Core Team, 2015). Como primer paso, el archivo VCF resultante
de la llamada de SNPs fue sometido a una transformacién en un archivo genlight con el paquete
adegenet (version 2.1.1).

Estructura genética poblacional

Andlisis de componentes principales (PCA)

El andlisis inicial de la estructura de la poblacién se llevd a cabo mediante el analisis de
componentes principales (PCA) utilizando el paquete adegenet (versidén 2.1.1) y los resultados se
representaron graficamente utilizando el paquete ggplot2 (version 2.2.1). El objetivo es tratar los
datos compuestos por numerosas variables y reducir su dimensionalidad identificando
componentes principales (CPs) (Peres-Neto et al., 2005), para poder lograrlo se generan valores
propios Ilamados eigenvalores, los que determinan la variacion de los datos de las nuevas
caracteristicas y vectores propios llamados eigenvectores o componentes principales que
determinan las caracteristicas del espacio a partir de una matriz de correlacién (Ringner, 2008). Se
graficaron los eigenvalores para identificar el nimero de PCAs que era necesario retener y explicar
de mejor forma la varianza de los datos, de esta forma se seleccionaron los primeros tres
componentes principales con los valores mas altos y se graficaron en el PCA.

Andlisis discriminante de componentes principales (DPCA)

Para comprender y describir mejor la estructura de la poblacidn sugerida por la distancia de la
poblacién por pares, utilizamos el andlisis discriminante de componentes principales (DAPC)
implementado en el paquete adegenet 2.1.3 (Jombart, 2008). Una cualidad de este analisis es que
puede realizarse en ausencia de cualquier suposicién sobre el modelo genético de la poblaciéon
subyacente, en particular con respecto al equilibrio Hardy-Weinberg o el equilibrio de ligamiento,
y usa el nimero de componentes principales y ejes discriminantes que maximizan la varianza
entre poblaciones, de forma que identifica los grupos de individuos genéticamente relacionados.

El flujo de trabajo de DPCA consistié en transformar el conjunto de datos basado en PCA 'y
luego realizar un analisis discriminante en los componentes principales (PCs) retenidos utilizando
un método de validacién cruzada, usamos la funcion xvalDapc para encontrar la cantidad 6ptima
de PCs que se deben retener antes de su uso en el andlisis discriminante fino. Para seleccionar el
numero d6ptimo de PCs a retener, se utilizaron 1,000 repeticiones y el 90% de los datos de
entrenamiento, mas las funciones de analisis discriminante (DA) para retener y, por ultimo, se
calculé y grafico el DPCA utilizando ggplot2 (version 2.2.1). Posteriormente, para analizar la
probabilidad de pertenencia de cada muestra a cada una de las poblaciones predeterminadas, se
determind el niumero éptimo de grupos por el criterio de informacion bayesiano (BIC) y, para
calcular las asignaciones de poblacion (k), se realizaron 1,000 repeticiones y 100 partidas elegidas
al azar, tomando un rango de k = 1-4, se procedi6 a la seleccién de k con el BIC mas bajo como
numero éptimo de clisters. Para visualizar las asignaciones posteriores de cada muestra, se utilizd
compoplot, el cual genera una grafica compuesta que ilustra la probabilidad de pertenencia a la

17



poblacién en el eje y, obteniendo un grafico de barras apiladas con grupos o poblaciones en
colores diferentes.

Red de expansion minima

Ademas, se realizé una red de expansién minima (MSN) que agrupa genotipos multilocus (MLG),
basado en las distancias genéticas existentes entre ellos. Cada MLG es un nodo, que estan
conectados por la distancia minima entre muestras y la distancia genética esta representada por
los bordes. Estos analisis se realizaron con el paquete Poppr (version 2.7.1) a partir de las
distancias de disimilitud de Hamming usando la funcidn bitwise.dist y poppr.msn. Para poder
generar la grafica de expansion minima, se realizaron tres pasos: 1) se cre6 una matriz de
distancias con los datos, 2) se cred una red de expansion minima de los datos de la matriz vy,
finalmente, 3) se visualizé la red de expansion minima con la funcién plot_poppr_msn.

Diversidad genética

Diversidad y diferenciacion poblacional

Para calcular los estadisticos de diversidad y diferenciacion poblacional, se obtuvieron los
genotipos individuales para cada poblacion y se conformaron matrices de datos utilizando
Unicamente los marcadores neutros (ver detalles en la siguiente seccion). Se estimé la variacion y
diferenciacién genética en la poblacion con los siguientes parametros: heterocigosidad observada

(Ho), heterocigosidad esperada (He), D de Tajima, diversidad nucleotidica (m) y diversidad
poblacional (©). Ademas, se calcularon los estadisticos F de Wright, coeficiente de endogamia

entre individuos de una poblacidn local (Fis) y, para explorar si el flujo genético restringido influye
en la estructura genética de nuestras poblaciones, se estimé la diferenciacion poblacional por
pares usando Fsr (Weir & Cockerham, 1984). Estos analisis se realizaron usando el paquete
hierfstat y el programa TASSEL_GBS (version 5.0; Glaubitz et al., 2014).

El coeficiente de endogamia Fis, es una medida de la desviaciéon de las frecuencias
genotipicas de las esperadas por panmixia en términos de deficiencia o exceso de heterocigotos,
valores cercanos a uno indican que hay un exceso de homocigotos y valores cercanos a 0 indican
que las poblaciones estan en equilibrio Hardy-Weinberg, mientras que el coeficiente de
coancestria Fsr, compara el nivel de variacién genética que existe dentro de dos o mas
poblaciones. Se define como la probabilidad de asociacién de gametos idénticos dentro de las
subpoblaciones con respecto al sorteo aleatorio de gametos de toda la poblacién (Wright, 1943).

También se examind la particién de la variaciéon dentro y entre poblaciones con un analisis de la
varianza molecular (AMOVA, por sus siglas en inglés; Meirmans, 2012). El analisis de AMOVA es un
método estadistico que permite cuantificar la diversidad genética mediante pruebas estadisticas F
en diferentes niveles jerarquicos, de manera que la diversidad dentro del grupo se minimiza,
mientras que la diversidad entre los grupos se maximiza. Este analisis también puede ayudar a
detectar posible diferenciaciéon en un conjunto de datos genéticos. EIl AMOVA se realizd con el
paquete PopGenome. Se probaron desviaciones significativas de la estructura poblacional
aleatoria en AMOVA utilizando la funcién randtest del paquete ade4 con 9,999 repeticiones con el
método de remuestreo bootstrap.
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Analisis filogenéticos

Este analisis involucré 74 secuencias nucleotidicas y se realizd con dos conjuntos de datos
diferentes, el primero basado en loci neutros (1,653 SNPs) concatenados y el segundo con aquellos
loci que se encuentran fuera del patron de neutralidad esperado (137 SNPs). Se uso el software
BEAST (Drummond & Rambaut, 2007) para realizar una inferencia filogenética bayesiana, este
paquete implementa el algoritmo Monte Carlo de la cadena de Markov (MCMC) para estimar la
distribucién posterior de parametros de un modelo que captura la historia evolutiva (filogenia) de
los taxones y su modo de evolucion (Meyer, 2021). Se utilizé el modelo de sustitucion HKY
(Hasegawa et al., 1985), y se analizaron los datos con 2 000 000 de generaciones, muestreando
cada 200 generaciones. La filogenia se desarraigd debido a la falta de datos equivalentes de un
grupo externo. Los arboles resultantes se resumieron como un arbol de mdaxima credibilidad de
clado usando TreeAnnotator v1.10.0 y se visualizaron usando FigTree v1.4.3 (Rambaut, 2012).

Divergencia poblacional de loci individuales

Identificacion de SNPs atipicos

Para identificar los SNP que probablemente se han diferenciado como resultado de la seleccion, es
decir, buscar los loci candidatos, potencialmente involucrados en la adaptacidn local, se basé en la
premisa de que los loci bajo seleccidn divergente muestran una mayor variacién en las frecuencias
de los alelos entre las poblaciones que las regiones gendmicas neutrales (valores atipicos;
Lewontin & Krakauer, 1973). Por lo tanto, los SNPs que muestran una diferenciacién poblacional
mayor que las expectativas neutrales pueden ser indicativos de adaptacién local.

Se utilizé BayeScan 2.1 (Foll & Gaggiotti, 2008) para estimar la probabilidad posterior de
gue un SNP determinado se vea afectado por la seleccion basada en las frecuencias alélicas en
cada poblacién. Empleando las opciones predeterminadas: probabilidades anteriores de 10 para
identificar los SNPs candidatos principales bajo seleccién con una tasa de descubrimiento falso
(FDR) de 0.05, 5,000 iteraciones de salida, burn-in de 50,000, intervalo de adelgazamiento de 10.
Bajo un modelo de evolucidon neutral se identificaron aquellos SNPs con una diferenciacion
significativa (Fsr) con respecto de los valores neutrales del genoma. El ultimo paso para definir el
conjunto de loci atipicos fue elegir un valor g = 0.05 (el andlogo de valor p de tasa de deteccidn
falsa en el contexto de varias pruebas).

Los estudios de simulacion han demostrado que BayeScan tiene el mejor rendimiento al
alejarse del modelo de isla en comparacidon con otros métodos de diferenciaciéon de poblaciones
(Narum & Hess, 2011; De Mita et al., 2013). Dados los antecedentes ecoldgicos (Alcantara-
Rodriguez et al., 2012), es probable que esta especie de estudio tenga un patrén débil de
aislamiento por distancia, estos analisis de valores atipicos proporcionan SNPs candidatos creibles
gue resultan de presiones de seleccion espacialmente divergentes en las poblaciones de esta
especie de Brachionus. Si los valores obtenidos para estos SNPs atipicos son mas altos que el resto
del genoma sugiere que estos se encuentran en seleccién diversificadora, mientras que, si se
encuentran por debajo del resto del genoma, estan en seleccién estabilizadora o balanceadora
entre poblaciones (Benestan et al., 2016; Luikart et al., 2019).
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Contextos gendmicos de SNPs candidatos

Se utilizé el software Geneious R9 (https://www.geneious.com) para identificar las posiciones de
los SNPs candidatos con respecto a los modelos de genes predichos en el genoma de B. plicatilis.
La anotacién estructural de este rotifero contiene un conjunto predicho de 54,725 modelos de
genes, de los cuales alrededor del 30% podrian ser funcionalmente anotados (Franch-Gras et al.,
2018). El procedimiento consistié en mapear las lecturas del archivo de variantes atipicas sobre el
genoma de referencia, obteniendo un archivo BAM, posteriormente se monté el archivo de
caracteristicas generales de genes anotados en el genoma de B. plicatilis (archivo gff3), de esta
manera se pudo visualizar en qué regiones genéticas estan presentes los SNPs candidatos.

Una vez identificadas las regiones genéticas asociadas, se realizaron tablas de informacion
donde se enumeran los genes en los que se encuentran los SNPs candidatos, ademas de los SNPs
gue se encuentran en regiones intrénicas e intergénicas, con sus distancias a los genes mas
cercanos de manera ascendente o descendente, y también aquellos SNPs que caen en zonas
codificantes pero que todavia carecen de una anotacién funcional, lamados proteinas hipotéticas.
Todas las tablas generadas de los SNPs candidatos estan relacionados con su valor de

diferenciacién poblacional Fsr.

5. RESULTADOS

El conjunto de datos final incluyé 74 individuos de las tres poblaciones (25 de Alchichica, 28 de La
Preciosa y 21 de Atexcac) y 1,790 SNPs. Sdlo el 40% de las secuencias se alinean de forma Unica
con el genoma de referencia, considerablemente menos que las que no se alinean.

Relaciones genéticas poblacionales

Para poder diferenciarlos a cada poblacién se le asigné un color y, una letra de la siguiente
manera: A + color azul para referirse a los organismos de la poblaciéon de Alchichica, P + color
amarillo para los de La Preciosa y X + magenta para la poblacidon de Atexcac; de esta forma es
como se referird a las poblaciones en los siguientes analisis a lo largo de esta tesis. El conjunto de
1,790 SNPs se utilizé para el andlisis de PCA. Los dos primeros componentes principales (PC)
representaron el 6.3 % y el 4.6 % de la variabilidad total, respectivamente. A pesar de que el
porcentaje que explican es relativamente pequefio se pueden observar tres grupos diferentes,
cada uno de ellos estd asociado a la poblacion de su lago de origen (Fig. 2). El primer PC (PC1)
separo a los organismos por grupos. De esta manera, los organismos agrupados en la poblacion A
mostraron valores negativos para el PC1 mientras que los grupos de las poblaciones P y X
mostraron valores positivos. El segundo PC (PC2) coloca a la poblacién A y X con valores positivos y
a la poblacién P con valores negativos.

Las elipses trazadas en el PCA representan un isocontorno de la distribucion gaussiana y
permite visualizar un intervalo de confianza de dos dimensiones. Cada una de las elipses define la
region que contiene el 95% de todas las muestras que se pueden extraer de la distribucidn. El
tamafio de cada elipse dice qué tan similares o diferentes son las muestras dentro de los grupos
en el plano de ordenacién. Los grupos formados estan delimitados por elipses las cuales no se
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superponen y estan bien definidas en el espacio del PCA, sin embargo, podemos observar que no
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todos los puntos (organismos) caen dentro de un grupo (poblacion).

Figura 2. Analisis de componentes principales (PC) realizado con dos componentes para todos los loci (1,790
SNPs) de 74 clones pertenecientes a las tres poblaciones de Brachionus sp. ‘México’, los dos primeros
componentes explicaron el 10.9 % de la variacidn genética (PC1 = 6.3 %, PC2 = 4.6 %). Alchichica (A +azul), La
Preciosa (P + amarillo), Atexcac (X + magenta).

PCA eigenvalues
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Figura 3. Andlisis de discriminantes de componentes principales basado en los dos primeros componentes
para calcular la probabilidad de pertenencia de cada individuo a alguna de las tres poblaciones de B. sp.
‘México’.

Estructura genética poblacional

En el andlisis discriminante de componentes principales (DPCA), también se utilizaron los primeros
dos componentes principales para maximizar la varianza entre poblaciones, ya que como se
observd en el PCA este nimero de componentes delimitaron eficientemente los grupos de
individuos genéticamente relacionados. Los primeros tres PC y las dos primeras funciones DA se
conservaron para el andlisis, lo que representa mas del 12% de la variabilidad (Fig. 3).

La probabilidad de pertenencia de la poblacién se predetermind utilizando la funcién
find.clusters. Se obtuvo que k = 3 era el nUmero mds probable segun lo indicado por el valor BIC.
Se puede observar que nuestras poblaciones de B. sp. ‘México’ estdn separadas en tres grupos
(Fig. 4), tal como se observa en el PCA, por lo que, en general, los organismos muestreados se
parecen mas a aquellos que habitan su lago de origen que a aquellos que habitan los lagos
vecinos. Sin embargo, hay un individuo en la poblacion P (Preciosa) que se parece mas
genéticamente a la poblacidén X (Atexcac), por lo tanto, para esclarecer si este organismo es
producto de contaminacién de las muestras o si realmente pertenece a su grupo, se realizé otro
analisis de probabilidad de pertenencia también usando la funcién find.clusters pero esta vez
incluyendo a aquellos SNPs neutrales; en la Figura 4 se observa que la poblacién P y X comparten
la variabilidad neutral mientras que la poblacion A parece tener una huella genética particular que
la diferencia del resto de las poblaciones.
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Figura 4. Analisis de probabilidad de pertenencia proporcionada por DAPC. En el eje X estadn representados
los individuos de cada una de las poblaciones (cada barra vertical representa a un individuo), el eje Y
muestra con color el nivel de probabilidad de pertenencia a un grupo genético particular. Andlisis realizado
con marcadores neutrales (1,653 SNP; panel superior) y todos los marcadores (1,790 SNPs; panel inferior).

En el andlisis de red de expansiéon minima (Fig. 5), donde se optimizd la visualizacidn de las
relaciones entre los individuos basadas en las distancias genéticas, no se identificaron individuos
clonales. La barra horizontal muestra la distancia genética a lo largo del arbol. La poblacién A se
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agrupa por separado del resto de las poblaciones. Esto estd de acuerdo con los resultados
anteriores. La poblacion P presenta un rango de distancias genéticas mas amplio, ademas de que
también, aqui se presenta un organismo con una asociacién muy cercana a la poblacién Atexcac.
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Figura 5. Red de expansidon minima, para todos los loci, que muestra los 74 genotipos multilocus (MLG) de
las tres poblaciones de rotiferos. Todos los MLG muestran una probabilidad del 100 % para una sola
poblacién. La barra de escala gris muestra la distancia genética (porcentaje de disimilitud) entre MLG;
cuanto mayor sea la distancia genética, mas delgada la linea.

Los métodos utilizados fueron capaces de detectar, aunque con diferentes niveles de
detalle, las relaciones complejas entre las poblaciones; lo mas interesante es que son coherentes
entre si. Se observd una separacién entre lagos poblacién A, P, X, tanto en PCA (Fig. 2) y DAPC (Fig.
3) se ofrece una idea similar de la estructura genética, asi como el arbol de distancia y la red de
expansion minima (Figs. 4-6) permitieron tener un mayor nivel de detalles sobre las relaciones
entre las distintas poblaciones e incluso entre organismos estrechamente relacionados.

Relaciones filogenéticas poblacionales

Se construyd un arbol filogenético bayesiano sin raiz, construido con los loci neutrales (1,653
SNPs). No se identificaron grupos monofiléticos. Las distancias genéticas que los relacionan son
muy pequenas por lo que tienden a agruparse indistintamente (Fig. 6). Esta filogenia muestra una
alta probabilidad de flujo genético reciente.
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Figura 6. Arbol filogenético bayesiano sin raiz construido con loci neutros. El color de la rama y nodo indica
la probabilidad posterior de cada clado, siguiendo la escala vertical izquierda. La barra horizontal muestra la
distancia genética. Cada rama es un individuo y en la punta de las ramas el cddigo de identificacion A:

Alchichica, P: Preciosa, X: Atexcac.

Se considerd evaluar las relaciones filogenéticas para el conjunto de datos de valores
atipicos (137 SNPs). Puesto que los valores significativos de Fsr proporcionan un conjunto creible
de SNP candidatos debido a las presiones de seleccién divergentes y la adaptacién local en estas
poblaciones (Fig. 7). El arbol filogenético resultante identificd tres grupos monofiléticos
respaldados, cada uno de los cuales consiste sélo de organismos que habitan el mismo lago.
Ademas, se observa a las poblaciones de La Preciosa y Atexcac, que derivan aparentemente de la

poblacién de Alchichica.
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Figura 7. Arbol filogenético bayesiano sin raiz construido con loci atipicos. El color de la rama y nodo indica
la probabilidad posterior de cada clado, siguiendo la escala vertical izquierda. La barra horizontal muestra la
distancia genética.

Diversidad genética

Los niveles de heterocigosidad observados para los 1,790 SNPs promediaron 0.364. La poblacién X,
mostré el valor mas bajo (He = 0.247), la poblacién P (He = 0.277), mientras que la poblacién A tuvo
el valor mds alto (He = 0.568). La diferenciacidn genética promedio por pares entre loci y sitios de
muestreo fue Fst = 0.068. El valor mas alto de diferenciacidon poblacional se observd entre la
poblacién A y la X (Fst = 0.087) (Tabla 1). Los valores bajos indican una diferencia genética mayor
entre organismos dentro de la misma poblacion que entre poblaciones, lo que sugiere la existencia
de un flujo genético entre poblaciones o una separacién reciente. Esto también se confirma al
observar los valores del AMOVA, donde se observa que la mayor parte de la diversidad genética
(97 % de la varianza) se encuentra dentro de las poblaciones, sin embargo, hay poca diversidad
genética entre las poblaciones (3 % de la varianza), lo cual indica que las tres poblaciones locales

comparten una gran proporcién de la diversidad total. El promedio Fis fue de 0.2235 y fue

significativamente diferente de cero, indicando que existe endogamia entre individuos dentro de
las poblaciones locales.
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Tabla 1. Diferenciacién genética neutral por pares entre sitios de muestreo Fst El gradiente de color
representa el rango de valores.

Alchichica | La Preciosa | Atexcac |

Alchichica 0 0.0597 [HO0BZN

La Preciosa 0 0.0598
Atexcac 0

La estadistica D de Tajima se utilizd para evaluar posibles cambios asociados con la
seleccidn para cada grupo formado, que estd basado en la deteccidn de las diferencias entre los
estimadores de diversidad nucleotidica de 1t = 0.3138 y diversidad nucleotidica poblacional 6 =
0.2088. Las regiones gendmicas con valores D de Tajima bajos o negativos indican un nimero
inusualmente alto de variantes de alta frecuencia debido a una seleccién equilibrada, los valores
positivos de D de Tajima indican que algunos alelos se encuentran bajo seleccién positiva, como es
el caso de nuestras poblaciones que muestran un valor de D = 1.781.

Divergencia poblacional de loci individuales

Bayescan identificd 137 SNPs atipicos (7.6 % de los 1,790 SNPs), los valores de diferenciacién
genética promedio por pares entre loci y sitios de muestreo fue Fsr = 0.509. El valor mas alto de
diferenciacidn poblacional estad presente entre la poblacion A y la X (Fst = 0.590) y el mas bajo
entre A y P (Tabla 2), como lo observado anteriormente con los marcadores neutrales. La Fsr
media de estos SNP atipicos fue 0.389 (SD = 0.230), y el rango fue de 0.165 a 1. No detectamos
valores atipicos significativamente bajos de Fsr.Para poder dar a estos marcadores (SNPs) una
posible identidad funcional se utilizé el transcriptoma de Brachionus plicatilis (Franch-Gras et al.,
2018), lo que mostré 28 SNPs en proteinas hipotéticas (Anexo 2), 40 SNPs en regiones
intergénicas, 24 SNPs sobre regiones intrdonicas (Anexo 3) y 52 SNPs en regiones con una anotacion
funcional (Anexo 1).

Tabla 2. Diferenciacién genética de valores atipicos por pares entre sitios de muestreo Fsr El gradiente de
color representa el rango de valores.

Alchichica | La Preciosa Atexcac|

Alchichica 0 0.4406  [HOI56058

La Preciosa 0 0.4959
Atexcac 0

Definir sobre cudles genes recaen estos marcadores proporciona una vision general para
identificar los patrones de variacidn genética adaptativa. Asi, tomamos el 25 % de los SNPs con las
medidas de diferenciacion poblacional mas altas (Fsr 2 0.5), con la finalidad de indagar sobre que
genes esta actuando la seleccion (14 SNPs; Tabla 3), lo cuales se encontraron dentro de diferentes
ontologias genéticas y se agruparon en cuatro categorias funcionales basadas en la anotacion de
los genes del genoma de B. plicatilis (Franch-Gras et al., 2018) correspondientes a estructura
celular, meiosis, metabolismo y procesamiento de acidos nucleicos o proteinas y sefalizacién
celular.
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Tabla 3. Clasificacidn de genes en donde se encuentran los SNPs con los Fst mas altos. Se representa de
izquierda a derecha, el porcentaje de la poblacién que presenté el alelo alternativo, la anotacién funcional
del gen, su valor de diferenciacién poblacional y la clasificacion funcional a la que pertenece cada gen.

o Porcentaje poblacional con alelo alternativo Anotacién B. plicatilis L
Ne — - h I 2018 Fsr  Clasificacion de genes
Alchichica  La Preciosa Atexcac (Franch-Gras et al., )
1 | 64 | | 100 | Cadena pesada de dineina, axonemal | 0.678 | |
2 92 4 Cadena beta de dineina, ciliar 0.720
3 | 92 | | | Cadena beta de dineina, ciliar | 0.847 | Etructura celular |
q 96 4 Firbrocistina-L, isoforma X1 0.600
5 36 100 _Protema activadora de rho GTPasa 39, 0.725
isoforma X2
Proteina 2 de unidn a la secuencia de
6 100 4 insercién de selenocisteina 0.973
7 | 28 96 Complejo de condensina, subunidad 1 | 0.542 | Meiosis |
Quinasa 4 regulada por fosforilacion
8 100 de tirosina de especificidad dual, 1
isoforma X1
9 88 4 ;Jflqumna carboxiterminal hidrolasa 0.607 ‘
Elemento movil jokey de ADN Metabolismo y
10 8 50 100 polimerasa dirigida por ARN 0.591  procesamiento de
acidos nucleicoso
11 | 4 54 Endonucleasa/ transcriptasa inversa | 0.510 | proteinas |
Sintasa 1 bifuncional 3'-
12 20 [ > fosfoadenosina 5'-fosfosulfato 0.501
Agitador de proteinas de canal
13 100 dependiente de voltaje de potasio, 1
isoforma X8 Sefializacion celular
14 32 100 Re.ceptor de glutamato ionotrdpico, 0.808
kainato 2

Los genes seleccionados se encontraron con diferentes frecuencias dentro de cada una de
las poblaciones (Tabla 3), en algunos casos estdn seleccionados “genes exclusivos por poblacion”,
p. €j., como se observa para el caso de la poblacién de Atexcac, donde la frecuencia alélica sélo se
presenta en esa poblacién (gen 8 y 13 ;Tabla 3), sin embargo, hay genes que se ven seleccionados
en mds de una poblacidn, es decir, dentro de la variacién de la poblacion existe una fraccion que
presenta modificacién. Para obtener una mejor visualizacién de la presencia de variacién bajo
seleccion se desarrollé un diagrama de relaciones ldgicas entre las poblaciones (Fig. 8). La
poblacién de Alchichica contiene 12 genes con variacion, de los cuales uno es “exclusivo”, dos
comparte con la poblacién de Atexcac y dos con la poblacién de La Preciosa. La Poblacion de
Atexcac posee dos genes “exclusivos”, dos que comparte con Alchichica y dos con Atexcac,
mientras que la poblacién de La Preciosa contiene nueve genes los cuales también estdn presentes
en Alchichica y dos comparte con Atexcac. Son dos genes que estan presentes en la interseccion,
es decir, todos los comparten.
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Figura 8. Diagrama de Venn que representa las relaciones de variacién bajo seleccion entre poblaciones.
Cada circulo con un color definido representa cada una de las poblaciones, y los nimeros contenidos
muestran la cantidad de genes “exclusivos” o compartidos.

6. DISCUSION

Nuestro estudio de la variacidn gendmica en las poblaciones de Brachionus sp. ‘México’, la especie
SM7 sensu Mills et al. (2017), revela evidencia de variacion genética adaptativa distribuida en cada
uno de los lagos. Se identificaron regiones gendmicas bajo seleccién diversificadora, algunas de
ellas estan asociadas con la reproduccion sexual y estructura celular. Los resultados evidencian,
qgue después del efecto fundador inicial, las condiciones ecoldgicas seleccionaron entre la variacion
genética permanente, donde la presencia de ciertas variantes genéticas acelerd la adaptacion
local.

Estructura poblacional

La informacién del genoma completo confirmé que existe diferenciacion neutral significativa,
mostrando valores bajos (Fst = 0.059-0.087) ya que, esta estimacion es inferior a la previamente
obtenida por Alcantara-Rodriguez (2018) Fsr = 0.284 también con SNPs; estas diferencias pueden
deberse al menor tamafio de muestra y menor nimero de loci genéticos obtenidos en ese estudio.
Ademads, consideramos que al utilizar un genoma de referencia que, aunque cercano (véase,
Blommaert et al., 2019), probablemente subestima la diferenciacién genética. Debido a que los
cambios de tamafio de genoma entre especies son considerables: B. plicatilis HYR-1 = 115.77 Mb
(Franch-Grass et al., 2018), B. sp ‘México’ ~ 79 Mb (Cruz-Cruz et al., datos no publicados).

Los valores de diferenciacion poblacional obtenidos son similares a otros sistemas
poblacionales con adaptacidn local, como el rotifero B. plicatilis en estanques salinos aislados
(SNP, Fst = 0.07-0.18; Franch-Gras et al., 2018). Los analisis de agrupamiento (MSN, DAPC,
STRUCTURE) muestran un patron de estructuracion genética de las poblaciones, asumiendo un
numero de grupos independientes de tres que corresponden a los lagos de los que se tomaron las
muestras de los organismos, ademds se observa que entre las poblaciones de La Preciosa y
Atexcac existe una menor distancia genética, es decir, comparten una mayor variacidon genética
neutral que con respecto de la poblacién de Alchichica. Los resultados de AMOVA indican que la
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mayor parte de la variacidon genética (97 %) se dividié entre los tres grupos definidos por BAPS. El
resto de la variacidn genética se distribuyd dentro (3 %) de las ubicaciones de cada grupo, es decir,
existe una mayor diversidad dentro de cada lago que entre lagos.

Dentro de la region en donde habita B. sp. México, las poblaciones muestran patrones de
aislamiento, lo que sugiere que la estructura genética de la poblacidon probablemente fue el
resultado de la historia de colonizacién pasada, aunado a una limitacién de su dispersién. En
primera instancia los valores bajos de Fsr entre los sitios de muestreo (Tabla 1), los valores de
AMOVA vy la variacidon genética (heterocigosidad), evidencian la historia de colonizacion de las
poblaciones. En el evento fundador es de esperarse que alguna de estas poblaciones perdiera
variacion genética, es decir, algunos de los alelos raros y poco comunes de la poblacién original no
Ilegaron a la nueva poblacién. Posteriormente se pudo haber generado una expansién rdpida de la
poblaciéon como consecuencia de su sistema de reproduccién (partenogenético ciclico), influyendo
en la diversidad de las generaciones subsecuentes. Sin embargo, no afecté su potencial adaptativo
por lo que, es de esperarse que las poblaciones de estos lagos tiendan a compartir un nivel similar
de diversidad genética, independientemente de su historia especifica (p. ej., Haag et al., 2006;
Fiorini et al., 2022).

Existe una limitacidon en la dispersion de esta especie debida a su historia natural, ya que,
la capacidad de desplazamiento de los organismos es dependiente de vectores, de los habitats
ecolégicamente contrastantes, ademds de la existencia de otras especies zooplanctdnicas con
capacidades competitivas altas (Ciros-Pérez et al., 2015). Se ha observado que en estas
poblaciones existe la seleccién contra los inmigrantes (Orsini et al., 2012), los inmigrantes han
mostrado desventajas en términos del éxito de la supervivencia y la reproduccidn, por lo que
pueden estar menos adaptados para sobrevivir bajo condiciones ambientales alternativas
(Alcantara-Rodriguez et al., 2012). Entonces, la migracion es muy poco probable que sea
determinante en la distribucion de la variacién genética entre las poblaciones, por lo que, estas
barreras fuertes al flujo de genes son consecuencia de la adaptacion genética local, lo que puede
Ilevar a efectos prioritarios mediados por evolucidn adaptativa (De Meester et al., 2016).

Variacion genémica

Los resultados del analisis de variacion gendmica muestran una diversidad genética alta (He =
0.364). El nivel de heterocigosidad de la poblacion de Alchichica (He = 0.568) es comparable al de
La Preciosa (0.277), mientras que la poblacion de Atexcac (0.247) muestra los valores mas bajos,
por lo tanto, esta disminucién de la diversidad alélica en las poblaciones posiblemente fue un
efecto del cuello de botella que seria la sefal restante de la pérdida de alelos raros de la poblacidon
de origen. Sin embargo, las caracteristicas ecoldgicas particulares de los habitats, como: el area del
lago, permanencia del agua o adversidad de los sedimentos u otros factores abidticos diferentes,
asi también como la influencia de los factores biéticos como la competencia o depredacion, etc.,
definen la prevalencia de los genotipos presentes en un ambiente, por lo tanto, deberian poder
explicar la diversidad genética (Reche et al., 2005; Gilbert, 2017).

Estos niveles de diversidad genética son esperados en este tipo de especies, ya que
guardan relacién con la estrategia reproductiva de los organismos (Taylor et al., 1990). Al poseer
un ciclo de vida partenogenético-ciclico, durante la fase de propagacién clonal, las poblaciones de
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rotiferos presentan altas tasas de crecimiento poblacional lo que les permite colonizar
rapidamente el habitat y como respuesta a cambios que eventualmente ocurren en determinadas
condiciones ambientales se induce la fase sexual o mixis (Stelzer & Snell, 2003), resultando en
huevos diapausicos generando reservorios de variacidn genética tanto neutral como adaptativa
(Cousyn et al., 2001; Brendonck & De Meester, 2003). Al ser los tamafos poblacionales muy
grandes son intrinsecamente mas estables, sujetos a una menor estocasticidad demogréfica y
ambiental y menores tasas de extincion (Lande, 1988; Frankham, 2005), generando una muy baja
probabilidad de erosidon de genotipos por azar una vez que las poblaciones estan establecidas
(Lynch et al., 2016).

Ademas, se ha observado que en poblaciones de estanques temporales el tamafio del lago
esta relacionado significativamente con la diversidad genética a escala genémica (medida como
heterocigosidad estimada) creando un indicador confiable del tamafio efectivo de la poblacién
(Franch-Gras et al., 2018). En estos ambientes ocurre la reproduccién sexual de manera mas
intensa resultado de la seleccidn impuesta por la alta variabilidad ambiental y la probabilidad de
eclosion es alta durante largos periodos de tiempo. Esto conduce a una diversidad clonal muy alta
y contribuye sustancialmente al crecimiento de la poblacidn (incremento de variabilidad genética).
En estos ambientes temporales los huevos podrian haber sido producidos recientemente o
permanecer inactivos en sedimentos durante periodos de tiempo variables (Gémez & Carvalho,
2000; Gilbert, 2017), por lo tanto, al existir una mayor area de depdsito se ve un incremento de la
variabilidad genética.

Para las poblaciones que habitan lagos profundos, se espera que el tamafio (area) del
cuerpo de agua puede no estar relacionado con la diversidad genética, porque el reclutamiento de
la poblacion (eclosidon de huevos diapdusicos) puede ocurrir de manera mas intensa en la zona
litoral poco profunda que en las zonas mas profundas (Gilbert, 2017), y estas zonas tienden a
ocupar un pequeino porcentaje del area del lago. Sin embargo, para B. sp. ‘México’, el tamafio del
lago, no consideramos que sea un factor determinante para la existencia de estos valores altos de
diversidad genética, ya que, presentan una zona litoral muy reducida. Ademas de otras
caracteristicas ecoldgicas importantes que delimitan el desarrollo de las poblaciones en lagos
profundos y estables.

Las poblaciones en lagos estables, se espera una menor propensién a la reproduccion
sexual, con una diversidad clonal baja e invirtiendo mas en crecimiento poblacional
partenogenético; ya que los huevos en diapausa en sedimentos profundos probablemente se
encuentran en condiciones ambientales que inhiben la eclosién (p. ej., poco oxigeno, baja
temperatura y oscuridad; Gilbert, 2017). Por lo tanto, pueden eclosionar solo cuando se liberan de
esta inhibicién durante la mezcla de la columna de agua. La turbulencia puede ser débil, de modo
gue los huevos en reposo de sedimentos depositados recientemente logren resuspenderse y
transportarse a la columna de agua. Entonces la probabilidad de eclosion de sedimentos
profundos puede ser baja y limitada a periodos breves durante el afio. Ocasionando tasas de
eclosiéon mas bajas en lagos mas profundos, generalmente mas permanentes, por lo que es de
esperarse que en este tipo de ambientes se seleccionen genotipos especialistas, es decir, una
menor variabilidad genética en el banco de huevos (Serra & Snell, 2009; Garcia-Roger et al., 2014).
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En el caso de la poblacién B. sp. ‘México’ que habita en el lago Alchichica el cual tiene el
mayor tamano y profundidad de los lagos aqui estudiados, representa un escenario inhdspito, y
los posibles estimulos de eclosion para los huevos diapausicos ocurren con muy poca probabilidad
(Dimas-Flores et al., manuscrito en preparacion). A causa de una zona litoral reducida, oligétrofico,
con sedimentos en permanente oscuridad y anoxia (alta acumulacion de materia organica,
resultado de la microalga Cyclotella alchichicana, que no es consumida; Ortega-Mayagoitia et al.,
2011). Ademas, la columna de agua es casi permanente (cuando ocurre la mezcla, se captura el
poco oxigeno que llega al fondo de manera muy rapida), presenta una temperatura similar a lo
largo del afio (la temperatura en el fondo es muy similar en mezcla que en estratificacion). En
consecuencia, se esperaria una reduccién o estabilidad en las variantes genéticas y una
disminucion en inversién reproductiva sexual en favor de la reproduccidn partenogenética.

Los resultados obtenidos nos muestran que la poblacién Alchichica, guarda una gran
cantidad de variacion genética, por lo tanto, esta poblacidn posee mecanismos que han facilitado
estas caracteristicas, pese a las condiciones que el entorno pueda provocar. Se ha observado que
para esta poblacidn existen dos grandes grupos de fenotipos, que se diferencian en la respuesta
de mixis y esta variacidon es notable entre diferentes clones de B. sp. ‘México’. Estan presentes
clones con densidades de poblacidn elevadas, pero baja propensiéon a la reproduccién sexual, es
decir, producen menor descendencia mictica (huevos diapdusicos), esto es ecoldgicamente
importante porque los clones pueden correr el riesgo de extincién local antes de producir nuevos
huevos diapausicos, lo cual generaria la erosién en la variabilidad genética. Pero también estan
presentes clones con una alta propensién a la reproduccién sexual, produciendo, al menos,
algunos huevos diapausicos a costa de una poblacién reducida (Cruz-Cruz, 2018), lo que genera la
introduccién de nuevos genotipos a la poblacién en un momento en que la seleccidon estacional
(proliferacion del otro genotipo) puede haber reducido la diversidad clonal (Gilbert, 2017), este
pulso de nueva variacidn genética podria contener genotipos particularmente aptos para la
reproduccion partenogenética continua.

Por lo tanto, posiblemente los huevos diapausicos posean caracteristicas que aumenten la
probabilidad de depdsito en la zona litoral y asi aumentar la probabilidad de eclosion. Tales
caracteristicas podrian implicar una mayor flotabilidad debido al contenido de lipidos y vacuolas
de aire (Garcia-Roger & Ortells, 2018), o también, es probable que haya una variacidn en el tiempo
gue tardan en eclosionar los huevos diapdausicos viables después de la exposicién a condiciones
gue pueden romper la diapausa. Esto podria deberse a la edad del huevo o podria deberse a la
edad y clon de la madre que los produce, debido a la cantidad y calidad de los productos de
almacenamiento (p. ej., Martinez-Ruiz & Garcia-Roger, 2015). Alternativamente, se ha planteado
la hipédtesis de que los huevos en diapausa de poblaciones con una baja probabilidad de sobrevivir
en el sedimento a corto plazo también pueden ser propensos a eclosionar antes de tiempo. De lo
contrario, en ausencia de sefiales de eclosidon, se espera que estos huevos se deterioren
rapidamente (Garcia-Roger et al., 2006). Un estudio de las caracteristicas particulares de los
huevos diapausicos para lagos profundos permanece abierto para realizar estudios adicionales.

Los resultados obtenidos son consistentes con la hipdtesis de monopolizacién de
partenogenéticos ciclicos (De Meester et al., 2002) que predice una alta diferenciacién poblacional
debido al rdpido crecimiento de la poblacidn, el potencial de adaptacion local y la monopolizacidon
de los recursos (efecto de prioridad). La explicacién alternativa, de que el patron de fuerte
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diferenciacién genética entre poblaciones es causado Unicamente por altos niveles de deriva
genética, es poco probable dados los altos niveles de variacion genética observados dentro de las
poblaciones.

Analisis filogenético

La filogenia molecular obtenida con marcadores neutrales no es concluyente, sugiere que entre
poblaciones existen tasas de flujo genético histérico (Fig. 6), sin embargo, no es lo que
comunmente se ha observado en especies de zooplancton que habitan en ambientes divergentes
(De Meester et al., 2002), como es el caso de B. sp. ‘México’. Ademas, el gran nimero de valores
significativos de diferenciacion poblacional (valores atipicos) proporciona un conjunto creible de
SNPs que probablemente representen una variacidn genética localmente adaptativa. Una posible
explicacidn a la baja sefial filogenética obtenida con marcadores neutrales es debido al conjunto
de datos inicial, donde se permitieron una proporcién pequefia de datos faltantes, esto no fue un
problema para los demas analisis realizados, pero si en la realizacion de esta prueba. Por lo cual,
para analisis futuros se planea ser mas restrictivos en las caracteristicas de los datos a analizar, asi
como utilizar como genoma de referencia de esta especie de rotifero.

El éxito de colonizacidn en nuevas condiciones ecoldgicas debid verse facilitado por Ila
rapida expansion generada por las caracteristicas intrinsecas de la especie (organismos sexuales
facultativos, tiempos cortos de generacidn y crecimiento poblacional rapido), las cuales les
confieron una gran amplitud de nicho, lo que los hace buenos monopolizadores y en consecuencia
se contrarresta la pérdida de diversidad (Birzu et al., 2019). A medida que la poblacién se
expandid, la mutacién puedo generar nuevas variantes que pudieron ser ventajosas en los nuevos
entornos, reforzando las diferencias adaptativas iniciales entre las poblaciones vecinas y, por lo
tanto, promovieron la adaptacidon microgeografica a escala fina (De Meester et al., 2016).

La estrecha relacion que muestra la filogenia entre las poblaciones de La Preciosa y
Atexcac, sugiere un acervo genético comun. Para esta especie de Brachionus se ha sugerido una
posible divergencia debido a la salinidad, en la que se ha demostrado que, aunque los individuos
originarios del lago La Preciosa tienen el potencial para colonizar ambientes con agua mas salinas
como el lago Atexcac (6.5 g L), para los individuos de Atexcac, la salinidad baja (1.1 g L) del lago
La Preciosa (cuya poblacidon estd adaptada localmente a agua dulce) representa una barrera
ecofisioldgica (Alcantara-Rodriguez et al., 2012). De modo que los fuertes regimenes de seleccién
pudieron promover una rapida adaptacion en los nuevos entornos, y la divergencia adaptativa
sugerida redujo la eficacia bioldgica de los migrantes entre ambientes, por lo que el aumento de
divergencia adaptativa debiod favorecer la evolucion de una menor dispersiéon (Rdsdanen & Hendry,
2008) asociado a un incremento de la divergencia neutral (Funk et al., 2011; Orsini et al., 2013).

Durante las fases de crecimiento de la poblacién, se producen efectos demograficos
diferenciales en las poblaciones que interactian (es decir, asimetrias en el tamafio de la
poblacién), una poblacién mejor adaptada a su entorno crece mas rapido en abundancia que otra,
esto ocasiona que las poblaciones relativamente mas grandes experimenten tasas de inmigracién
relativamente mas bajas y como resultado hay una disminucidn en el flujo génico y un aumento en
divergencia adaptativa (Rdsdanen & Hendry, 2008). La aparicién de B. sp ‘México’ muestra mayores
abundancias relativas en la temporada invernal, sin embargo, a pesar del patron hidrodindmico
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regular que presentan, normalmente no se observan las mismas abundancias poblacionales entre
lagos (Ciros-Pérez; datos no publicados). El surgimiento de la poblacién en Alchichica se ha
explicado por los eventos estocasticos que conducen a pulsos del fitoplacton de tamafio pequefio,
la disponibilidad de alimento (oligotrofia) y las interacciones bidticas (competencia y depredacion;
Ciros-Pérez et al., 2015), sin embargo, no se presenta un patron anual regular (Fernandez et al.,
2022). Mientras que la aparicion de rotiferos en La Preciosa se presenta en un breve periodo del
afio limitado por la presencia de competidores mas eficientes (Martinez-Chavez, 2010), en tanto
gue en Atexcac, también su aparicidon es esporadica (Ciros-Pérez, datos no publicados). Por lo
tanto, se podria generar un flujo génico bajo, dando paso a una mayor divergencia adaptativay a
su vez puede favorecer la disminucidn en el potencial de dispersién y colonizacién (Rasdnen &
Hendry, 2008).

En la Cuenca Oriental han sido reportadas para otras especies divergencias entre
poblaciones. Como se menciond, el copépodo calanoideo, Leptodiaptomus grupo sicilis que habita
los lagos ElI Carmen, La Preciosa, Quechulac, y Atexcac, donde las condiciones ecoldgicas
divergentes, como la salinidad y el régimen hidrico (lagos permanentes vs. efimeros), fomentan la
acumulacién de diferenciacion gendmica, allanando el camino para su diversificacion vy
especiacion. Ademas, la poblacién de Atexcac muestra una restriccion en flujo de genes anterior a
las otras poblaciones (Ortega-Mayagoitia et al., 2022). Las salamandras, Ambystoma velasci esta
presente en varios lagos de la zona (Tecuitlapa, Atexcac, Quechulac y La Preciosa), la cual se cree
que ha diversificado en Ambystoma taylori, endémica de Alchichica. En Atexcac, Ambystoma
velasci muestra algunas adaptaciones a las condiciones del lago, pero aldn no se ha diferenciado
por completo en una nueva especie (Percino-Daniel et al., 2016).

Las condiciones particulares del lago Atexcac, junto con factores demograficos como un
tamafio poblacional efectivo pequefio, como el que se ha observado en estos rotiferos,
posiblemente esté favoreciendo el aislamiento de las poblaciones circundantes, como lo
reportado para otras especies. Sin embargo, el efecto de la dispersién, el flujo génico y el tamafio
de la poblacién entre lagos puede conducir a un equilibrio asimétrico en el que la adaptacién es
principalmente a uno solo de los dos entornos (Kawecki, 2000; Rasanen & Hendry, 2008). Por lo
tanto, para la poblacidn de Atexcac, posiblemente, su recuperacion después del evento fundador
ha sido mds lenta, como lo muestra su menor diversidad genética, o bien, ha pasado por un cuello
de botella reciente, y por consiguiente, se espera que tenga una eficacia bioldgica general mas
baja en todos los entornos. Mientras que la poblacién del lago La Preciosa, posee una mayor
diversidad genética resultado de la adaptacion local (véase, p. ej., Hofmeister et al., 2021), parece
ser que esta poblacion fue lo suficientemente grande como para superar las limitaciones
demograficas, en consecuencia, retuvo cantidades significativas de variacién para hacer frente al
entorno.

Genes y SNPs putativos bajo seleccion

Los SNPs atipicos encontrados fuera del patrén de neutralidad esperado, identificados mediante
los valores de diferenciacién genética Fsr, pueden ser candidatos para mostrar sefales de seleccion
diversificadora (Narum & Hess, 2011). Para cada SNP en las tres poblaciones de rotiferos
estudiadas, se obtuvieron valores con un rango amplio de diferenciacién (Fsr = 0.16 -1). Ademas,
mostraron una proporcion 5:3 en las mutaciones puntuales de tipo transicidon y con respecto a las
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de tipo transversion. Diversos autores han reportado que las primeras tienden a presentarse en
mayor proporcion que las segundas y, que los cambios entre purinas y pirimidinas
(transversiones), pueden afectar la expresion génica (Yang, 1996). Estos resultados indican que
dentro de las muestras reducidas del genoma SBG existen firmas de adaptacidn a las condiciones
locales, que coinciden con la informacidn que se tiene de la especie en B. sp. ‘México’.

La identificacién de rasgos importantes esta limitada por el conocimiento de la funcién de
los genes. Generalmente, la informacién funcional de los genes es obtenida por especies modelo
en entornos de laboratorio. Asi, los genes que subyacen a la variacién en los fenotipos que no han
sido objeto de analisis genéticos funcionales se perderan o se anotaran incorrectamente (Tiffin &
Ross-lbarra, 2014). Por lo tanto, el conocimiento incompleto de la funcién de los genes, sirve para
reforzar injustificadamente las ideas preconcebidas de los rasgos y las fuerzas selectivas que
impulsan la adaptacién local (Pavlidis et al., 2012). Sin embargo, los enfoques que investigan la
sefial de seleccion agregada a través de loci son prometedores para identificar la seleccion en
rasgos utilizando datos gendémicos (Martins et al., 2017).

Hay pocos estudios que consideren la base genética de la adaptacidon local en
invertebrados acudticos. En poblaciones de Daphnia magna con un conjunto de factores
estresantes naturales y antropogénicos utilizando un enfoque de evolucidon experimental,
identificaron un gen de la misma especie asociado a un fotorreceptor que induce una respuesta
plastica de diapausa que estd involucrada en patrones de adaptacion local (Orsini et al., 2012).
Mientras que, con poblaciones naturales del rotifero Brachionus plicatilis se han revelado
asociaciones entre la variacién gendmica y el grado de predictibilidad ambiental. Entre los genes
involucrados, estan factores de transcripcidon correlacionados con diapausa, asi como un gen
asociado a la salinidad, ademas de genes relacionados a la propension al sexo, y un receptor de
estrégenos asociados al hidroperiodo. Los cuales proporcionan evidencia gendmica de adaptaciéon
a las condiciones locales (Franch-Gras et al., 2018).

Es importante sefalar que, la mayoria de los rasgos ecolégicamente importantes son
cuantitativos, con fenotipos determinados por muchos loci (Rockman, 2012). Se espera que la
evidencia molecular de la seleccidon que actia sobre los rasgos cuantitativos sea débil porque la
sefial de seleccion se distribuye a través de muchos loci (Le Corre & Kremer, 2012). Las
correlaciones realizadas en estos estudios entre la variacion genética y las variables ambientales
mostraron muy pocos SNPs asociados a las condiciones ecoldgicas o rasgos de historia de vida, lo
gue sugiere que existen diversos factores que no son considerados y sobre los cuales deben
también estar actuando las presiones selectivas (Coop et al., 2010). Ademas, parece obvio que no
toda la variabilidad genética asociada a los componentes de eficacia bioldgica se obtengan de
manera exhaustiva con esta metodologia de SBG dado que, se asume que, sélo es una
representacién reducida de la variabilidad gendmica y, por lo tanto, hay una alta probabilidad de
no encontrar las sefales que den cuenta de las otras presiones selectivas que podrian estar
actuando (Tiffin & Ross-Ibarra, 2014).

En los 14 SNPs candidatos a revelar seleccion diversificadora, que poseen los valores de Fsr
mas altos (Fsr 2 0.5), se encontré que se relacionan con varios procesos bioldgicos relevantes de
los organismos. Después de examinar las funciones putativas de los genes individuales, a
continuacidn, se analizan algunos aspectos funcionales interesantes de estos genes (Tabla 3).
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Los genes asociados a la estructura celular, descritos como cadena beta y cadena pesada
de dineina, axonemal, son esenciales en eucariotas para el batido adecuado de los cilios/flagelos
en muchas especies entre ellas Chlamydomonas, Paramecium, Trypanosoma, Tetrahymena (Baron
et al., 2007; Furuta et al., 2009). La expresidén de formas anormales estd asociadas a una natacion
mas lenta, dada la atenuacién de la frecuencia de los latidos y falla en el ensamblaje del complejo
del brazo externo de dineina (OAD) (Baron et al., 2007; Patel-King & King, 2009; Rompolas et al.,
2010; Kutomi et al., 2012). Ademas, la Proteina activadora de Rho GTPasa 39 es un regulador clave
de la actina y el citoesqueleto de los microtubulos, por lo que controlan diferentes pasos de la
migracion celular, la adhesién y la polaridad, la progresién del ciclo celular y la diferenciacion (Jaffe
& Hall, 2005). Mientras que el gen descrito como Fibrocistina-L, al presentarse una mutaciéon se
vincula con un defecto a la sefializacién de adhesién y la contractilidad de las células epiteliales,
generando una ciliopatia conocida como enfermedad renal poliquistica autosémica recesiva
(ARPKD) en humanos (Ziegler et al., 2020). Por lo tanto, para el caso de B. sp. ‘México’ alguna
mutacidn en estos genes podria modificar la natacidn de estos organismos, asi como la deteccidn
de los estimulos extracelulares. Una posible relacidon con su desempefio en el ambiente estaria
dada por las condiciones oligotréficas que se presentan en estos lagos profundos, ya que al
encontrar poca disponibilidad de alimento tenderian a tener un metabolismo relativamente bajo,
lo que incluiria la disminucién de la movilidad como ahorro energético.

Los genes asociados a la meiosis, descritos como complejo de condensina subunidad |,
juega un papel importante al promover la unidn estable de la cohesina a los cromosomas, la
interrupcién de la funcidon o por mutacién de una subunidad esencial en la condensina | que
provoca defectos en el emparejamiento y la sinapsis, por lo tanto, la condensina | promueve la
unioén estable de la cohesina a los cromosomas durante la gametogénesis (Hernandez et al., 2018).
La quinasa 4 regulada por fosforilacion de tirosina de especificidad dual isoforma X1 (DYRK4) esta
relacionada con la meiosis reproductiva especifica de testiculos en ratones (Sacher et al., 2007).
Ademas, se ha identificado la quinasa ser/thr especifica de testiculos en rotiferos (Xu et al., 2008)
en las cepas de partenogenético obligado y partenogenético ciclico (Hanson et al., 2013) y, en un
estudio previo, en B. plicatilis se encontrd que los genes con funciones supuestamente especificas
de machos también se expresaron en hembras (Denekamp et al., 2010). Ademas, se sabe que, en
el gen de la proteina de unién a secuencia de insercion de selenocisteina 2 (SBP2) presenta
diferencias entre los dos sexos de ratones frente al impacto de la eliminacion de Sbp2 en la
transcripcidon de selenoproteina, sugiriendo la existencia de mecanismos jerarquicos especificos
del sexo en la expresion de selenoproteina que pueden influir en la biologia de los islotes
pancreaticos (Chellan et al., 2020).

Se ha observado que la induccion de la mixis (induccién de la meiosis) en B. sp. ‘México’
comienza a densidades poblacionales relativamente altas (1.4 org. mL?) cuando se comparan con
otros experimentos realizados en poblaciones estaticas en el laboratorio, p. ej., B. plicatilis (0.07
org. mL?), B. manjavacas (0.15 org. mL?), B. calyciflorus (0.06 org. mL?) (Cruz-Cruz, 2018).
Entonces muy probablemente, los genes que estan siendo seleccionados generan una menor
sensibilidad a los estimulos de cambio a la fase sexual en estas poblaciones. Estos resultados
refuerzan la idea que, dadas las condiciones desfavorables de los lagos profundos para generar un
estimulo de eclosién adecuado, se disminuya la inversidon reproductiva y se vea favorecida la
reproduccion partenogenética. Ademas, para B. sp. ‘México’, la entrada a la fase sexual es muy
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costosa, porque la hembra mictica sélo tiene la capacidad de generar un huevo diapausico el cual
no puede liberar al medio, permaneciendo dentro de ella hasta su muerte (Dimas-Flores et al.,
manuscrito en preparacion).

Los genes asociados al metabolismo y procesamiento de acidos nucleicos y proteinas,
descritos como endonucleasa/ transcriptasa inversa y elemento movil jokey de ADN polimerasa
dirigida por ARN estan involucrados en la elongacién cromosdémica por adicion de nucledtidos
(Nakamura et al., 1997), o bien, mediante retrotransposones los cuales presentan una relacién
conservada a largo plazo entre un genoma huésped y sus retrotransposones domesticados, pero
aun moaviles como se observa en Drosophila melanogaster (Saint-Leandre et al., 2019). Mientras
que la proteina descrita como sintasa bifuncional 3’-fosfoadenosina y 5’-fosfosulfato, esta
involucrada en la reparacién del ADN, ya que la expresion baja o silenciamiento de PAPSS1 se
asocia con el deterioro de mecanismos de reparacion de ADN (Leung et al., 2015). Finalmente, la
ubiquitina carboxiterminal hidrolasa 1, responsable de la degradacién de proteinas intracelulares
(Jin et al., 2009), desempefia un papel importante en la eliminacién de proteinas (Sankiewicz et al.,
2015).

Los genes relacionados a sefalizacion celular, sensibles a cambios con el medio
extracelular, descritos como proteina canal de potasio dependiente de voltaje participan en la
apertura y el cierre de estos canales que no sélo estdn controlados de forma sensible por los
potenciales de membrana, en general, sino que también responden a las condiciones
intracelulares y extracelulares como los productos quimicos (Paulsen et al., 2015; Baronas et al.,
2017), la presidn mecanica (Clausen et al., 2017), la temperatura (Grandl et al., 2010) vy las
concentraciones de protones (Hu et al., 2018). También, se ha observado que, dependiendo de la
condicidn de pH ambiental, la permeabilidad del ion potasio (K+) se ve afectada (Ishii et al., 2001),
ante una condicién acida el poro se cierra (Lee et al., 2020). El gen denominado receptor
ionotropico de glutamato que contiene receptores de Kainato (GluK2-KAR) participa en la
regulacion del aumento de Ca;" y activa a un medidor sensible como la calmodulina (Song et al.,
2004), la cual participa en muchos procesos celulares fisiolégicamente importantes (Westerlund &
Delemotte, 2018), como la osmoregulacion (Reichow & Gonen, 2008).

Se ha sugerido ecoldégicamente la osmoregulacion como factor de seleccidn para estos tres
ambientes heterogéneos, desde una salinidad relativamente alta de 9 g L (Alchichica), pasando
por una salinidad de 6.5 g L (Atexcac), hasta un habitat dulceacuicola 1.1 g L (La Preciosa).
Ademas, se sugiere que la poblacion que habita en el lago dulceacuicola de esta especie haldfila se
ha adaptado a las condiciones del lago (Alcantara-Rodriguez et al., 2012). Por lo tanto, los genes
relacionados con la sefializacion celular posiblemente estén involucrados en la compensacion de la
osmoregulacion. Como se ha demostrado con la expresién génica de Brachionus sp. ‘México’,
donde se compararon los mecanismos osmorreguladores y de respuesta al estrés (Jiménez-Lépez,
2021), se identificaron transportadores iénicos como los canales de potasio, los cuales estan
asociados a la regulacion en disminucidn del volumen celular (Jentsch, 2016) y genes asociados a
las acuaporinas, las cuales son las encargadas de permitir el flujo de agua a través de la membrana
celular (Willmer et al., 2005; Jentsch, 2016), activadas por receptores que permiten la entrada de
Ca,". Estos genes se expresaron en condiciones de salinidad 6ptima (6.5 g L?).
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Ademas, se encontrd la expresidn génica de la ubiquitina L40 involucrada en la protedlisis
gue es una parte del procesado de la informaciéon genética, y en la mitofagia englobada dentro de
los procesos celulares. También se encontrd a la proteina similar a la ADN polimerasa dirigida por
ARN de elemento movil, es decir, el metabolismo y procesamiento de acidos nucleicos y proteinas
(categoria de la que forman parte) posiblemente esté generando una compensacién ante el dafio
gue pueda estar causado el enfrentamiento al estrés osmotico. Por lo tanto, al observar que estos
genes estan siendo seleccionados en el presente estudio, nos sugiere que existen firmas
adaptativas en el genoma debidas a la presién de seleccién ejercida por las caracteristicas
limnoldgicas de los lagos (p. e]., la salinidad del agua), en genes relacionados a la osmoregulacion.

Posiblemente existan compensaciones genéticas frente a la adaptacion local propuesta en
esta especie, es decir, cuando un genotipo determinado muestra un aumento en eficacia
biolégica, como consecuencia de un cambio en un caracter, se asocia a una disminucién en otro
caracter, debido a la necesidad de asignar los recursos disponibles entre varias funciones vitales
(Lailvaux & Husak, 2014). Sin embargo, no esta claro si esas compensaciones existen o no a nivel
de locus genético. La adaptacién local podria surgir de compensaciones alélicas en loci individuales
(pleiotropia antagdnica), con alelos en su habitat nativo que tienen una mayor eficacia bioldgica
que los alelos extraros (Hall et al., 2010). Sin embargo, los cambios en el rango de alelos en genes
individuales no son necesarios para que ocurra la adaptacioén local a nivel de poblacion, también
puede ocurrir cuando la eficacia bioldgica de los alelos difiere en magnitud, pero no en direccion a
través de los entornos (Mitchell-Olds et al., 2007). En nuestro estudio, podemos observar (Fig. 8)
qgue la mayoria de las firmas de seleccion (genes bajo seleccién) estan presentes en mas de una
poblacién, pero con diferente frecuencia, esto es, los alelos difieren en magnitud entre entornos,
pero no en direccidn. Por consiguiente, la identificacién de firmas de seleccién repetidas en las
poblaciones proporciona un apoyo fuerte para revelar un papel adaptativo de los loci identificados
(Nosil et al., 2009; Tiffin & Ross-lbarra, 2014).

El patrén descrito con mayor frecuencia en los estudios de campo es la neutralidad
condicional (Mitchell-Olds et al., 2007; Anderson et al., 2013; Tiffin & Ross-lbarra, 2014). La
diferenciacién poblacional de Daphnia magna se asocia con la tolerancia al calor, los genotipos del
norte de Europa muestran la tolerancia al calor mas baja, y los de la regién Mediterrdnea y el
Cercano Oriente muestran la mds alta. La pérdida de tolerancia al calor no esta acompafada por la
pérdida general de eficacia bioldgica en algun rasgo de historia de vida, es decir, las
compensaciones no juegan un papel importante en la génesis de la variaciéon hereditaria en D.
magna europea. Se sugiere que las diferencias genéticas parecen ser originadas por la cantidad
diferencial de la carga genética. La pérdida de tolerancia al calor en los genotipos de Europa
ocurrié de manera neutral y, por lo tanto, representa un caso de neutralidad condicional (Coggins
et al., 2021). Si multiples loci determinan la eficacia biolégica, los alelos de diferentes entornos son
condicionalmente beneficiosos en distintos loci y el flujo de genes entre poblaciones es limitado,
entonces la neutralidad condicional puede contribuir a la adaptacién local (Anderson et al., 2013).

Las firmas de seleccién encontradas para B. sp. ‘México’ representadas en mas de una
poblacién sugieren que la variacién alélica esta presente en la poblacidn de origen, segregandose
de forma neutra (Hermisson & Pennings, 2005; Przeworski et al., 2005), posteriormente, los
inmigrantes que eran portadores de la variacion genética pudieron facilitar una respuesta al
régimen de seleccion local (Barret & Schluter, 2008). Por ejemplo, los espinosos (Gasterosteus
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aculeatus), que migraron de ambientes marinos a continentales en los ultimos 20,000 afios,
muestran evidencia de que la seleccion reduce las placas éseas en las poblaciones de agua dulce
en comparacién con las poblaciones marinas ancestrales que tienen placas abundantes. Sin
embargo, los andlisis genéticos de estas poblaciones mostraron que estan presentes morfos de
placas reducidas en una frecuencia baja (2-3.8 %), quienes portan el gen de la ectodisplasina
(responsable de la reduccion de placas; véase p, ej., Jones et al., 2012). Por lo tanto, la seleccion
direccional parece haber actuado sobre la variacién permanente. Lo que podria sugerir que se
encuentra en un equilibrio entre mutacién y seleccion. La migracidon desde el entorno marino
puede servir como una fuente importante de variacién para los barridos selectivos locales de
condiciones de agua dulce.

Las tres poblaciones de rotiferos en este estudio presentan firmas de seleccion dentro de
tres categorias funcionales descritas. Por lo tanto, existen factores comunes de presién de
seleccién que actuan sobre los organismos a pesar de las diferencias entre los ambientes. 1) la
reproduccion sexual, con genes relacionados a la meiosis, muy posiblemente existe una
compensacioén de la disminucion de la entrada de la mixis debido a que los lagos son profundos y a
las caracteristicas particulares del ciclo de vida para B. sp. ‘México’, el cual solo puede generar un
huevo partenogenético. 2) la estructura celular, con un compromiso directo entre la movilidad
(natacion) y la cantidad de recursos disponibles, porque, estos ambientes son oligotréficos y una
baja en el metabolismo (menor consumo de energia) puede ser util para llevar a cabo otros
procesos fisioldgicos y soportar mejor la baja disponibilidad de recursos, a través de mecanismos
como la acumulacién de recursos y un mejor uso de ellos durante los periodos de inanicién
frecuentes en estos lagos (Ortega-Mayagoitia et al., 2011; Ciros-Pérez et al., 2015). O una relacion
del citoesqueleto frente a la osmoregulacidn, ya que, se encontré la expresién de cadena ligera de
dineina en los tratamientos de estrés osmdtico en baja salinidad (1.1 g L) (Jiménez-Ldpez, 2021)
el cual hace interaccion con vesiculas asociadas a la acuaporina 2 (Noda & Sasaki, 2006). Es decir,
las caracteristicas de variacién en la salinidad de los lagos pueden estar modelando la estructura
celular, ademads, ante esta variacién en la salinidad, es probable que también actie 3) la
reparacion de ADN y degradacion de proteinas.

Mientras que para la poblacién de Atexcac se suman firmas de seleccion para la categoria
funcional de sefializacién celular, es decir, esta poblacidon posee firmas para las cuatro categorias
funcionales descritas. Los genes involucrados estan relacionados a la osmoregulacion, con la
apertura de canales y complejos de sefializacion. Ademas estos muestran los valores mas altos de
Fsr. Posiblemente el tamafio de poblacién efectivo pequeno (contribucién de la deriva) aunado a
un flujo de genes reducido entre poblaciones, puede llevar a la fijacion de alelos nocivos, o en
contraparte, estos alelos generan un beneficio a la poblacidon y se propagan por seleccidn
direccional. La aparicién repentina del alelo beneficioso puede deberse a una mutacién, o a un
alelo muy raro presente en la variacién permanente después de un cambio ambiental (Stephan et
al., 1992). Sin duda alguna, estas observaciones reflejan una carga mutacional fija para esta
poblacién, sin embargo, las otras poblaciones pueden contener diferentes cantidades de alelos
nocivos, ya sea debido a diferencias en el ambiente o debido a diferencias en la historia de la
poblacién (Reznick et al., 2000).

A pesar de que estas funciones putativas de las regiones genéticas que tentativamente
estan sujetas a seleccién muestran informacién interesante, se debe tener cuidado al considerar

39



estos supuestos, ya que la complejidad de los entornos ecolégicos en que viven estos organismos
hace que sea probable que intervengan muchos factores en la diversificacion adaptativa, ademas
gue la interaccidn entre varios de ellos también es muy probable (Poisot et al., 2011; Laughlin &
Messier, 2015). Los genes candidatos juegan un papel vital en la evaluacién de la pleiotropia
antagonica, la pleiotropia pseudoantagonista y la neutralidad condicional, es por ello que se debe
estimar la existencia de posibles compensaciones en eficacia biolégica entre los rasgos bajo
seleccidn, para los distintos fenotipos a través o dentro de los entornos (Coggins et al., 2021).

Nuestros resultados muestran una variedad de genes candidatos, relacionados a
diferentes ontologias genéticas, dado que utilizamos una técnica de representacién reducida del
genoma (SBG), que no analiza todos los SNPs en el genoma, es probable que este estudio no
presente una lista exhaustiva de loci involucrados en la adaptacién local, por lo cual, es evidente
gue es necesario hacer mas exploraciones de la diversidad gendmica de B. sp. ‘México’ para
descubrir mas regiones genéticas involucradas en la adaptacion a las condiciones locales, ademas
de poder correlacionar esta variabilidad molecular con caracteres de historia de vida y condiciones
ambientales en las diferentes poblaciones. Sin embargo, es importante, analizar qué genes o
regiones candidatas indican realmente qué rasgos son relevantes para explicar la eficacia bioldgica
dentro de cada poblacién es un desafio muy grande. La validacién funcional sigue siendo el
estandar de oro para confirmar el papel de un gen o regidn genética responsable del control de un
proceso o rasgo bioldgico especifico (véase, p. ej., Snell et al., 2011).

7. CONCLUSIONES

@ Nuestros datos muestreados a lo largo de todo el genoma revelan estructura poblacional
dentro de Brachionus sp. ‘México’, la especie SM7 sensu (Mills et al., 2017), que se pueden
asignar a tres grupos genéticos, aunque con una diferenciacién poblacional débil y
diversidad genética alta que sugieren flujo genético histdrico.

@ Las evidencias encontradas sugieren que hubo un efecto fundador asociado a un evento
de colonizacion en el lago Alchichica y, posteriormente, a los lagos La Preciosa y Atexcac;
después del efecto fundador inicial, las condiciones ecoldgicas seleccionaron entre la
variacion genética permanente, donde la acumulacién de variantes genéticas neutras
acelerd la adaptacion local.

@ La adaptacion de la variacidon genética permanente sugiere que las poblaciones de B. sp.
‘México’ tienen la capacidad de responder a los cambios ambientales en un tiempo
relativamente corto a través de cambios en la composicidon genética de las poblaciones
locales.

@ Nuestros hallazgos proporcionan evidencia convincente de seleccion divergente vy
adaptacion local, la base genética de estas caracteristicas se asocia con genes involucrados
en funciones de osmoregulacion, natacion, sensibilidad a los estimulos de cambio a la fase
sexual, estrés.

Finalmente, a partir de los datos generados en esta investigacion como punto de partida, se
puede vislumbrar la necesidad de realizar en investigaciones futuras el analisis de correlacion con
los factores ecoldgicos y el estudio de la evolucién de la historia de vida de los organismos de estas
poblaciones, ya qué, esta aproximacién ha mostrado ser una herramienta muy poderosa en la
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identificacion de la variacidén genética de la evolucidn adaptativa. Posteriormente, es importante
analizar los dos conjuntos de datos, diferenciacién genética y correlacién para elegir genes bajo
seleccion para condiciones locales y realizar una validacion funcional. A partir de lo cual, nos
permitiria explicar mejor el proceso de diversificacién y sugerir la base genética de la adaptacién
local que ha sufrido esta especie microendémica de rotifero partenogenético ciclico que habita en
sistema con distribucion insular y, eventualmente, hacer uso de esta especie como un modelo
ecogendmico en sistemas lacustres.
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ANEXO

Anexo 1

SNPs presentes sobre genes con anotacidn funcional. Se muestra la posicion, el nombre de la proteina que codifica, el valor de Fst, el sentido de la lectura del
gen, (+) sentido, y (-) antisentido., el tipo de cambio generado, y una descripcién del cambio: el coddn original y el aminoacido que codifica (aa), y el codon con
cambio, sefialando en negritas el nucledtido que cambia y el aminodcido que codifica.

contig
1 1000055
2 1000371
3 1000422
4 1000443
5 1000664
6 1000664
7 1000870
8 1000969
9 1001276

SNP

posicion
10777
30136
2015

10700

762

29364

28940

7817

18394

Anotacion B. plicatilis
(Franch-Grass, et al., 2018)
Amina-oxidasa
Anquirina 2, isoforma X1
Flavina que contiene amina

MAM vy receptor de LDL clase A que
contiene dominios 2

Cadena pesada de miosina, isoforma A

Cadena pesada de miosina, isoforma A

Agitador de proteinas de canal dependiente
de voltaje de potasio, isoforma X8

Homdlogo de la proteina de membrana de
vesiculas sindpticas VAT-1

Elemento movil jokey de ADN polimerasa
dirigida por ARN

Fst

0.159
0.235
0.382

0.287

0.309

0.433

0.469

0.238

sentido  Tipo de cambio

- sindbnima
+ sinébnima
- no-sinénima
+ no-sinénima
+ no-sinénima
+ sinébnima
+ no-sindnima
- no-sindnima
- no-sindnima

B. plicatilis

codon

ACT

GGT

CAG

ACA

GCT

TTA

ATA

GAC

AAA

aa
Thr
Gly
Gln

Thr

Ala

Leu

lle

Asp

Lys

B. sp. 'México'
codon aa
ACA Thr
GGA Gly
CAT His
GCA Ala
ACT Thr
TTG Leu
ACA Thr
GAA Glu
GAA Glu
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

1001446

1001511

1001511

1001516

1001555

1001569

1001644

1001744

1001747

1001894

1001964

1002928

1003055

1003202

1003233

1003317

913

1763

1847

36458

4069

2901

26039

5270

453

38846

3995

84147

20507

5893

40213

66380

Elemento movil jokey de ADN polimerasa
dirigida por ARN

Subunidad 2 del complejo de transcripcion
CCR4-NOT

Subunidad 2 del complejo de transcripcion
CCR4-NOT

Receptor de dopamina D2
Endonucleasa/ transcriptasa inversa
Transposon Ty3-G Gag-Pol poli
Proteina cerebral T-box 1

Proteina 1 que contiene el dominio TLDc

Elemento movil jokey de ADN polimerasa
dirigida por ARN

Sintasa 1 bifuncional 3'-fosfoadenosina 5'-
fosfosulfato

Transposon Ty3-G Gag-Pol poli
Cofactor de molibdeno sulfurasa

Cadena pesada de dineina, axonemal

Serina/ treonina-proteina quinasa
Calmodulina 3

Ubiquitina carboxiterminal hidrolasa 31

0.313

0.162

0.162

0.242

0.51

0.221

0.446

0.344

0.184

0.501

0.162

0.198

0.678

0.247

0.435

0.607

no-sindnima

sindbnima

sindbnima

no-sindnima
sindnima

no-sinénima
sindnima

sinébnima

no-sinénima

sinébnima

no-sindnima
sinébnima
sinébnima

sinébnima

sinébnima

sinébnima

GAG

GCC

AGT

GTT

ACG

ATT

CCA

TTG

CGG

ATA

CccC

CCA

CT1C

GGC

TCG

ACT

Glu

Ala

Ser

Val
Thr

lle
Pro

Leu

Arg

lle

Pro
Pro

Leu

Gly
Ser

Thr

GGG

GCT

AGC

TTT

ACA

ATG

CCT

TTA

TGG

ATT

TCC

CCT

C1T

GGA

TCC

ACA

Gly

Ala

Ser

Phe
Thr
Met
Pro

Leu

Trp

lle

Ser
Pro

Leu

Gly
Ser

Thr
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

1003483

1003674

1003859

1004041

1004175

1004302

1004363

1005083

1005085

1005133

1005314

1006234

1006517

1006892

1006946

1006946

1008053

790

1921

11893

4935

3194

30054

2871

5451

1581

6728

3550

10434

2475

33709

8012

8266

20267

Cadena pesada de miosina, isoforma A

Oxalato: formiato antiportador, isoforma X1

Proteina de dominio NACHT y WD40
Subunidad de translocasas

Proteina 2 de unidén a la secuencia de
insercion de selenocisteina

Receptor de glutamato ionotropico, kainato
2

Elemento movil jokey de ADN polimerasa
dirigida por ARN

Ral subunidad proteica activadora de
GTPasa beta, isoforma X5

Seleno V

Subunidad 1 del complejo de condensina

Proteina de dedo de zinc
Proteina disulfuro-isomerasa A6

SLIT-ROBO Rho proteina activadora 1 de
GTPasa, isoforma X7

Proteina 13 C-terminal asociado a la
clasificacion vacuolar

Proteina de dedo de zinc
Proteina de dedo de zinc

Cadena beta de dineina, ciliar

0.139

0.688

0.317

0.292

0.973

0.808

0.16

0.299

0.242

0.542

0.322

0.219

0.22

0.241

0.275

0.177

0.72

no-sindnima

no-sindnima

no-sindnima
sindbnima

sindbnima

no-sindbnima

no-sinénima

sinébnima

no-sindnima

no-sinénima

no-sindnima
no-sindnima

no-sindnima

no-sindnima

sinébnima
sinébnima

sinébnima

GAA

AGC

ATG

GTG

ATA

AAA

TGG

ACC

CCT

AAA

TAC

CCT

AAG

GCG

GGA

ACC

ATC

Glu

Ser

Met
Val

lle

Lys

Trp

Thr

Pro

Lys

Tyr
Pro

Lys

Ala

Gly
Thr

lle

GAC

AGA

ATA

GTT

ATT

CAA

TGT

ACT

CCA

GAA

AAC

T

AAA

TCG

GGC

ACT

ATA

Asp

Arg

lle
Val

lle

Gln

Cys

Thr

Pro

Glu

Asn
Leu

Lys

Ser

Gly
Thr

lle
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43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

1008053

1008805

1010145

1011753

1012193

1012340

1012564

1012753

1013584

1014215

20371

342

3948

1800

195

6982

1251

1948

244

550

Cadena beta de dineina, ciliar

Elemento movil jokey de ADN polimerasa
dirigida por ARN

Receptor de Fmrfamida
Proteina Musashi-2 de unidn a ARN
Firbrocistina-L, isoforma X1

Transportador de aniones organicos
multiespecifico canalicular 1

Quinasa 4 regulada por fosforilacion de
tirosina de especificidad dual, isoforma X1

Proteina de interaccion terminal
desoxinucleotidiltransferasa 1

Proteina activadora de rho GTPasa 39,
isoforma X2

Subunidad alfa-1 de ATPasa transportadora
de sodio/potasio

0.847

0.591

0.169

0.262

0.6

0.352

0.332

0.725

0.341

no-sindnima

no-sindnima

sindbnima
no-sindnima
sindbnima

no-sindbnima

sindbnima

no-sinénima

no-sindnima

no-sinénima

AGA

CAC

ACC

CCcC

TAC

GTT

CGT

CAA

ACG

GGA

Arg

His

Thr
Pro
Tyr

Val

Arg

GlIn

Thr

Gly

GGA

AAC

ACT

CAC

TAT

ATT

CGC

TAA

CCG

GTA

Gly

Asn

Thr
His
Tyr

lle

Arg

STOP

Pro

Val
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Anexo 2

SNPs presentes sobre genes que codifican proteinas hipotéticas. Se muestra la posicién, el valor de Fsr, el
sentido de la lectura del gen, el tipo de cambio generado y una descripcion del cambio: el codén original, el
aminoacido que codifica y el codén con cambio, sefialando en negritas el nucleétido que cambia vy el
aminoacido que codifica.

SNP

contig posicion

1000439
1000443
1000481
1000850
1001318
1001747
1002276
1002782
1003403
1003687
1004041
1004196
1004558
1004681
1004784
1004817
1004924
1005069
1006946
1006946
1008188
1008961
1011753
1011935
1012347
1012347
1012564
1013534

O 00O NO Ul WN -

N NNRNNMNNNNNRRRRRRRRR R
0NV D WNREROWVWOOWNOOOUDAWNIERO

34847
10700
5420
1405
25686
453
9447
1530
2333
1503
15722
17277
22762
36250
210
2161
19220
7569
8012
8266
1811
2516
1800
4833
4158
4247
1251
187

Fsr

0.147
0.287
0.4
0.536
0.721
0.184
0.204
1
0.66
0.577
0.432
0.482
0.196
0.822
0.178
0.312
0.23
0.225
0.275
0.177
1
0.2
0.262
0.431
0.342
0.166

0.671

sentido

Proteinas hipotéticas

Tipo de
cambio

no-sindnima
no-sindnima
sindnima
no-sinénima
no-sinénima
no-sinénima
no-sinénima
no-sinénima
sindbnima
no-sinénima
no-sinénima
no-sinénima
no-sinénima
sinébnima
no-sinénima
no-sinénima
no-sinénima
sinébnima
no-sinénima
no-sinénima
no-sinénima
no-sinénima
no-sinénima
no-sinénima
no-sinénima
sindnima
sindnima
sindnima

B. plicatilis

, Qaa
codon

CAA GIn
TTC Phe
ACC Thr
CTC Leu
CTT Leu
CGC Arg
ACG Thr
TGT Cys
ATC lle

GAA Glu
AAA Lys
GAA Glu
GGA Gly
ATT e

CCG Pro
GCA Ala
GCC Ala
CTT Leu
TCC Ser
TGG Trp
AAC Asn
CTT Leu
TGG Trp
AGA Arg
CAA GIn
CCC Pro
ATA lle

ATC lle

B. sp
'México'
codon aa
TAA STOP
GTC Val
ACA Thr
GTC Val
CGT Arg
CTC Leu
AAG Lys
GGT Gly
ATA lle
AAA  Lys
AAC Asn
TAA STOP
TGA STOP
ATA lle
TCG  Ser
GTA Val
ACC Thr
CTA Leu
CCC Pro
TTG Leu
AAA  Lys
CAT  His
TGA STOP
AGT  Ser
CTA Leu
CCA Pro
ATC lle
ATT lle
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Anexo 3

SNPs presentes sobre regiones intrénicas. Se muestra la posicién, la anotacién funcional del gen sobre el
que se encuentray el valor de Fsr.

O 00 NO Ul b WN -

[
= O

[EEN
N

13

14
15
16
17

18
19
20

21
22
23
24

SNP

contig posicion

1000055
1000239
1000542
1001202
1001519
1001719
1001719
1001719
1002717
1002862
1003348

1003634

1004196

1004254
1005314
1006333
1006371

1006790
1006892
1007550

1008321
1009922
1011539
1012467

10777
24582
944
18067
46387
36414
36414
37403
4042
15954
53304

58944

17277

6801
1105
8990
1562

10970
33270
8083

9181
1030
12126
15816

Anotacidn B. plicatilis
(Franch-Grass, et al., 2018)

Proteina hipotética
Proteina hipotética
beta
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Subunidad 11 del complejo de
transcripcién CCR4-NOT
Subunidad soluble beta-1 de guanilato
ciclasa
Proteina hipotética
Proteina de dedo de zinc

Proteina hipotética
Proteina hipotética

ADN polimerasa dirigida por ARN

(transcriptasa inversa)
13C asociado a clasificacién vacuolar

Proteina quinasa quinasa quinasa

quinasa 2 activada por mitégeno
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética

0.159
0.322
0.536
0.382
0.181
0.456
0.456
0.25
0.215
0.854
0.4

0.233

0.482

0.11
0.157
0.243
0.268

0.191
0.29
0.215

0.166
0.311
0.458
0.264
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