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RESUMEN

La Subclase Copepoda presenta una de las variaciones de tamafio del genoma mas grandes
entre los crustaceos, lo que se ha tratado de explicar por la diversidad de ambientes ocupados
y las caracteristicas morfologicas de los organismos. La finalidad de este trabajo fue dilucidar si
el tamafio del genoma de 7 linajes de la familia Diaptomidae que habitan lagos ecol6gicamente
contrastantes (Cuenca Oriental, México), esta relacionado con caracteristicas morfolégicas
(talla), ambientales (salinidad) o filogenéticas. Se analizaron: Leptodiaptomus garciai, cuatro
poblaciones de L. grupo sicilis que estan en distintas fases de especiacién y dos poblaciones
de Mastigodiaptomus grupo albuquerquensis. El tamafio del genoma se estimdé mediante
citometria de flujo. Para el analisis de las tendencias filogenéticas del tamafio del genoma en
Copepoda, se descargaron los valores de todas las especies disponibles de Calanoida y
Cyclopoida (n = 56) de la base de datos Animal Genome Size (www.genomesize.com). Los
datos se analizaron con métodos filogenéticos comparativos. Los valores del tamafio de
genoma medidos en los Leptodiaptomus de la CO (0.25 y 0.41 pg) son mucho menores a los
reportados en la literatura en otras especies del mismo género (1.77- 3.81 pg), mientras que de
Mastigodiaptomus (0.35 a 0.44 pg) no se encontraron datos publicados, por lo que este seria el
primer reporte. Se resalta el tamafio del genoma de la poblacién de Leptodiaptomus de La
Preciosa (0.25 pg) ya que es el genoma mas pequefio reportado hasta la fecha para
copépodos calanoides. La variacion entre las cuatro poblaciones de L. grupo sicilis es
estadisticamente significativa, lo cual se corresponde con la alta divergencia genémica (SNPs)
gue se ha detectado entre ellas. En las poblaciones de la Cuenca Oriental no se encontrd
relaciéon entre el tamafio del genoma y la talla de los organismos, ni con la divergencia
ecoldgica (salinidad); tampoco se detect6 sefial filogenética. En contraste, en el conjunto de
datos de Calanoida + Cyclopoida si se detectd una fuerte sefial filogenética en el tamafio del
genoma, observandose que a partir de su ancestro comun, estos dos grupos siguieron
tendencias opuestas, con genomas mas grandes en Calanoida y méas pequefios en Cyclopoida.
Se observo también un patrén muy dinamico dentro de cada familia de Calanoida, lo que
produce diferencias de hasta dos 6rdenes de magnitud en el tamafio del genoma dentro de
este grupo. La dinamica y evolucion del genoma dentro de la subclase Copepoda presenta aln
distintas incognitas, pero la informacion disponible sobre esta variable es escasa y esta
sesgada a ciertas familias y regiones geogréficas, por lo que es necesario incrementar el
esfuerzo de muestreo para tener una mejor comprension de los patrones y procesos que
modelan la evolucién de estos organismos.

Palabras clave: Valor C, genoma, copépodos, citometria de flujo


http://www.genomesize.com/

INTRODUCCION

El término genoma puede usarse para referirse, tanto al juego completo de genes, como a la
cantidad total de ADN por juego de cromosoma haploide (Gregory, 2011) y hasta antes del
descubrimiento del papel del epigenoma, se habia considerado que en él se encontraban todas
las instrucciones necesarias para la construccién y funcionamiento de un individuo (Carey,
2011). Esta informacion genética se guarda en la molécula del ADN, aunque también existen
algunos genomas conformados por ARN (Holland et al., 1982). En los organismos eucariotas el
genoma se puede dividir en dos partes, el genoma nuclear y el genoma mitocondrial (Brown et
al., 2008).

Dependiendo del grupo de organismos, existen algunas diferencias entre genomas, como por
ejemplo, el empaguetamiento en cromosomas lineales en lugar de circulares; la divisién entre
porciones codificantes (exones) y no codificantes (intrones) y la presencia de altas cantidades
de ADN repetitivo. Sin embargo, en eucariontes, uno de los factores clave que diferencia a los

genomas es su tamafio (Eliot y Gregory, 2015).

El tamafio de genoma es una caracteristica de los organismos que se estudié por primera vez
alrededor de los afios 40-50 del siglo XX. En estas primeras investigaciones se llegé a la
conclusién de que al menos algunas especies contenian la misma cantidad de ADN por célula
en tejidos somaticos y esta medida solo variaba en sus células germinales (Boivin et al., 1948,
Mirsky y Ris, 1951). En 1950, Swift realiz6 estudios meticulosos en un grupo mas extenso de
organismos (tejidos de ratdn, rana y grillo) y asi comprobd la hipétesis de la consistencia en
tamafio genémico en células soméaticas y germinales. Fue él quien nombré a esta medida del
tamafio gendmico como valor clase 1 (diploide) y valor clase 1 C (haploide). De aqui en
adelante se us6 el término valor C para referirse a la cantidad de ADN por genoma haploide
(Gregory, 2005).

Posteriormente, a medida que aparecian mas trabajos en donde se reportaba el tamafio del
genoma de diferentes organismos, los investigadores se empezaron a dar cuenta de que esta
medida era altamente variable de especie a especie y que ademas se sobreponia entre grupos
distanciados filogenéticamente (Figura 1). Debido a lo anterior, algunos autores llegaron a la
conclusién de que este valor no podia atribuirse a una caracteristica concreta de los

organismos.
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Figura 1. Tamafio del genoma (en pg) de diversos grupos de organismos (Gregory, 2004).

En ese tiempo (1950-1960) se pensaba que si los genes estaban compuestos por ADN, el
tamafio del genoma de un organismo tendria que representar la totalidad de genes de la
especie. No obstante, esta suposicién se volvia paradojica al tratar de explicar la variacion
entre grupos filogenéticamente separados, ya que algunos taxones de organismos “simples”
(p.ej. protozoos) contenian un tamafio de genoma mucho mas grande que organismos
considerados “complejos” (p. ej. mamiferos) (Eddy, 2012, Gregory, 2005). En 1971 Thomas
aborda esta cuestion nombrandola “la paradoja del valor C”, y al tomar en cuenta que el ADN
no corresponde a la totalidad de genes contenidos en un organismo, propone que la
variabilidad del genoma podria atribuirse a poliploidismo o a caracteristicas especificas del

cariotipo de las especies.

En algunos casos, la complejidad del organismo es relevante al momento de explicar la
variacion existente entre el genoma de eucariontes y procariontes, por ejemplo, en el humano
la cantidad de ADN asociada a 30 genes puede rebasar el tamafio del genoma promedio de
algunos grupos procariontes. Sin embargo, el problema que planteaba la paradoja se resolvio
en los afos siguientes al darse cuenta de que la mayor parte del genoma en eucariontes no es
codificante de proteinas. En cambio, la variacién del genoma entre especies se genera debido

a un conjunto de factores que no alteraban el fenotipo de las especies, por lo tanto, no



sometidos a seleccién natural, como por ejemplo el contenido de espaciadores intragénicos y la

proliferacion de elementos méviles (transposones) (Lynch y Conery, 2003).

Por otra parte, con el paso del tiempo se dejé de pensar en el genoma como una estructura
estatica, la cual era casi idéntica entre organismos filogenéticamente cercanos, y paso a ser
entendida como una estructura dinamica que puede variar dentro y entre especies (Parfrey et
al., 2008). Sin embargo, aun quedan diversas preguntas por responder, por ejemplo, ¢Qué tipo
de secuencias no codificantes prevalecen en los genomas? ¢Por qué algunas especies
mantienen genomas pequefios y otras tienden a incrementarlo? ¢Existe algun patrén en la
variaciéon del genoma? ¢La parte no codificante tendra algun efecto en el fenotipo de las
especies?, y de ser asi, ¢Qué papel juega esta variacion en la evolucién de las especies? Es
por esto que la diferencia del contenido de ADN en las especies pasé de ser una paradoja a un

enigma.

Actualmente se discuten dos hip6tesis para explicar la variacion en general de la parte no
codificante (de proteinas) del genoma. Una de ellas es la adaptativa, la cual considera que esta
variacion es ocasionada de manera secundaria por caracteristicas fenotipicas de las especies
(Cavalier-Smith,1978), y la otra es la teoria del ADN “basura” o parasito, que explica que esta
variacion no esta asociada a ningun rasgo fenotipico o caracter sujeto a seleccién y que
simplemente se encuentra asociada a la filogenia (Orgel y Crick, 1980). Estas dos hip6tesis han
sido probadas y aceptadas para ciertos grupos de especies, pero si se quiere dar una
explicacibn mas completa a las tendencias evolutivas del tamafio del genoma, se necesita
analizar diversos grupos de organismos para estimar la intensidad de las fuerzas evolutivas
(seleccién natural, deriva génica, migracién y mutacién) y asi poner en orden de importancia los

factores causantes de dicha variacién genémica (Petrov, 2001).

Algunos patrones en la evolucién del genoma han sido vislumbrados bajo la hipétesis
adaptativa, como por ejemplo, que el genoma puede influir, en algunas especies, en el tamafio
y la division celular, teniendo efectos en cascada hacia parametros directamente relacionados
con la ecologia y evolucién del organismo como la talla, el metabolismo y la velocidad de
desarrollo. Por ejemplo, en al menos 15 especies de peces se ha encontrado una correlacion
positiva entre el tamafio del genoma y la duracién de su ciclo reproductivo; en salamandras un
contenido elevado de ADN incrementa el tamafio celular, disminuyendo su tiempo de
desarrollo; en las aves se piensa que un tamafo de genoma pequefio podria haber sido un
prerrequisito para el vuelo; en poliquetos, se propone que un tamafio pequefio de genoma da

una ventaja a organismos en ambientes adversos (Gregory, 2007); en crustaceos, de manera
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general, el tamafio del genoma se encuentra correlacionado de manera positiva con la latitud al

igual que con la talla (Hultgren, 2018).

En el caso de crustaceos, se ha investigado el tamafio del genoma en diversos Ordenes
(Decapoda, Cladocera, Amphipoda, Calanoida y Cyclopoida) y se ha reportado un intervalo de
variacion que va desde los 0.19 pg (Amphipoda) hasta los 64 pg (Cladocera) (Gregory, 2019).
Hasta el momento, los datos parecen indicar una restriccion filogenética a lo largo de estos
ordenes, lo cual se encuentra ligado a mdultiples relaciones entre el tamafio del genoma vy

caracteres fisioldgicos y ecolégicos (Hessen y Persson, 2009).

El grupo de los copépodos ha sido uno de los mas estudiados desde hace ya algunos afios.
Hasta el momento, se ha publicado el tamafio de genoma de especies pertenecientes a cuatro
o6rdenes de copépodos (Calanoida, Cyclopoida, Harpacticoida y Siphonostomatoida), con un
sesgo importante hacia Calanoida y Cyclopoida (Gregory, 2005) (Figura 2). En general, los
copépodos del orden Cyclopoida exhiben un tamafio de genoma menor en comparacion al
orden Calanoida. Wyngaard et al. (2005) encontraron que el valor C en copépodos ciclopoides
se puede relacionar, de manera positiva, con el tiempo de desarrollo de los organismos. Esto
llevé a concluir que el valor C probablemente pudiera ejercer alguna ventaja ecoldgica en
ambientes con una competencia alta. No obstante, el mecanismo mas documentado en
copépodos ciclopoides, y por el cual se explica el tamafio de genoma en estos organismos, es
la de disminucion de cromatina (Cavalier-Smith, 1978). Este mecanismo genera una pérdida
del tamafio de genoma y al mismo tiempo una pérdida en la cantidad de tejido somatico

durante la embriogénesis (Beerman, 1977).

Dentro de Calanoida, se ha documentado una correlacion positiva entre el tamafio del genoma
y la talla. Dicha relacion se explica mediante un mecanismo conocido como control nucleotipico
(McLaren et al., 1988, McLaren et al., 1989), relacionado con el hecho de que algunas especies
dentro de este orden cuentan con un ndmero celular predeterminado a lo largo de su desarrollo
(eutelia) (McLaren y Marcogliese, 1983). Debido a esto el crecimiento de los organismos, v el
consecuente aumento de su talla y el genoma, ocurre solamente por un aumento del tamafio
celular. Sin embargo, hasta el momento ningin otro autor ha confirmado de manera
independiente la existencia de la eutelia en copépodos calanoides. Gregory (2000) también
encontré una relacion entre talla y genoma en copépodos calanoides de aguas continentales,

sin embargo, no da una explicacion diferente a la del control nucleotipico (McLaren et al.,1989).
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Escribano et al. (1992) llevaron a cabo una serie de experimentos para conocer si la relacion
entre la talla y el tamafio del genoma de copépodos calanoides marinos podria relacionarse
con factores ambientales. Al someter a copépodos Pseudocalanus a diferentes combinaciones
de temperatura y disponibilidad de alimento, se observé que existe crecimiento o reduccién en
el tamafio del genoma de los organismos. En su investigacién se concluye que el tamafio del
genoma puede modificarse a lo largo de su desarrollo y que esta modificacion se encuentra

sujeta a variables ambientales.

Leinaas et al. en 2016, también investigaron los efectos de la temperatura en poblaciones de
copépodos calanoides del Artico, encontrando variacion inter e intraespecifica del tamafio del
genoma. La variacion interespecifica la encontré en los copépodos Calanus y Parauchaeta que
pertenecian a poblaciones de localidades diferentes. Estos autores encontraron una correlacion
positiva entre el tamafo del genoma y la talla de los copépodos, lo cual podria estar reflejando
plasticidad fenotipica debido a los efectos de la temperatura sobre la talla de los organismos.
Ademas, comentan que la depredacién visual también podria ser un factor importante, ya que
afectaria negativamente a los copépodos con tallas grandes y a su vez reduciria el valor del

tamaro del genoma.

La relacion talla-genoma en copépodos pareciera ser exclusiva del orden Calanoida, y que no
ha sido observada en los ciclopoides (Wyngaard, 2005).. Wyngaard y Rasch (2000) mencionan
gue el hecho de que el orden Calanoida sea el linaje mas antiguo dentro de los copépodos
podria explicar los valores tan elevados en su genoma y que posiblemente se hayan dado

eventos de reduccion gendmica a lo largo de la evolucién del clado (Calanoida).

En la Cuenca Oriental, en el estado de Puebla, se encuentra una serie de lagos caracterizados
por ser de origen reciente desde un punto de vista geoldgico. Las poblaciones de calanoides
diaptomidos de esta region han estado sujetas a diversos estudios genéticos, morfolégicos,
ecofisioldgicos y reproductivos (Barrera Moreno et al., 2015; Barrera-Sanchez, 2017; Jiménez-
Cruz, 2018, Montiel-Martinez et al., 2008). En la region se encuentra el copépodo
Mastigodiaptomus grupo albuquerquensis, del cual se conoce su fenologia en el lago El
Carmen (salinidad variable de 1.4 a 10 gL™®), aunque también habita el lago Tecuitlapa
(Jiménez-Cruz, 2018). En el lago Alchichica (8.9 gL™) habita Leptodiaptomus garciai, especie
microendémica de ese cuerpo de agua. En los lagos El Carmen, Atexcac (6.5 g L™), Quechulac
(0.48 g L") y La Preciosa (1.1 g L™), se encuentran poblaciones de Leptodiaptomus del grupo
sicilis. Aungue los organismos de estas poblaciones son similares morfolégicamente, presentan

variacion en la talla y a pesar de que la divergencia en el gen mitocondrial COIl entre ellas es
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baja (< 0.5%), dicho marcador indica que existe un patrén de diversificacién alopatrica y que el
flujo génico es poco probable. Estas poblaciones se pueden diferenciar entre ellas debido a su
adaptacion local a la salinidad, y hay evidencia de procesos de especiacion en distintas fases
(Barrera-Moreno et al.,, 2015). Una de las condiciones que se cree ha jugado un papel
importante en la diversificacion de los organismos, es la salinidad, la cual es contrastante entre
lagos. Ademas, existen otros ejes de diferenciacion ecolégica entre los distintos lagos, ya que
uno de ellos, ElI Carmen, es somero, turbio y temporal, mientras que La Preciosa, Atexcac y
Quechulac son permanentes, profundos y transparentes. De manera complementaria, Barrera-
Sanchez realiz6 estudios de cruzamiento interpoblacionales entre los copépodos
Leptodiaptomus de los lagos Atexcac y La Preciosa. En dichos estudios se observa que existe
reconocimiento sexual y descendencia fértil entre estas dos poblaciones. Sin embargo, la
viabilidad de la F2 es baja o nula, por lo que se podria considerar que estas poblaciones se
encuentran en un proceso de especiacion ecoldgica mas avanzado. Dado que se ha observado
gue el genoma puede evolucionar rapidamente durante la especiacion de complejos de
invertebrados acuaticos (Stelzer et al., 2011), este sistema biol6gico representa una
oportunidad valiosa para dilucidar si las distintas presiones de seleccion a las que estan

sometidos estos organismos se relacionan con la evolucion de esta variable.

Conocer el tamafio del genoma de estos organismos sentara las bases para llevar a cabo
procedimientos mas complejos como el armado del genoma o del transcriptoma de estos
organismos, que en conjunto nos ayudaran a comprender los procesos adaptativos que operan

en estos organismos (Wyngaard, 2000; Hare, 2011).
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OBJETIVOS

Objetivo general
e Dilucidar si el tamafio del genoma de 7 poblaciones de copépodos de la familia
Diaptomidae puede explicarse por la talla de los organismos, su ambiente o por su
historia evolutiva.
Objetivos particulares

1. Conocer el tamafio del genoma de las 7 poblaciones de Cuenca Oriental.

2. Conocer si existe una relacién estadistica del tamafio del genoma con la talla de los

organismos y de la salinidad ambiental.

3. Analizar la evolucién del tamafio del genoma a nivel local (poblaciones de Cuenca
Oriental) y a nivel global (6rdenes Calanoida y Cyclopoida).

13



METODOS

Descripcion del area de estudio

Alchichica
89glL?
L. garciai

Quechulac
0.48glL?
L. Quechulac

La Preciosa
liglL?
L. La Preciosa

Atexcac
6.5gL!
L. Atexcac

El Camien

El Carmen

3.8 g L'l (variable)

L. El Carmen

M. cf. albuquerquensis

Tecuitlapa
40glL?
M. cf. albuguerquensis

Figura 2. Mapa de la Cuenca Oriental en donde se destaca la ubicacién de los lagos

correspondientes a las poblaciones de copépodos estudiadas y la salinidad de colecta.

La Cuenca Oriental de Puebla se encuentra ubicada en la parte oriente del Eje Neovolcanico,
es una cuenca endorreica delimitada por las coordenadas 18° 48 a 19° 43’ de latitud y 97° 09’
a 97° 03 de longitud, abarcando una superficie aproximada de 5250 km? y los estados de
Puebla, Tlaxcala y Veracruz (Can et al., 2011). La fisiografia volcanica dentro de la cuenca se
produjo desde principios del Cenozoico hasta el Cuaternario, conformandose como Malpais
(Figueroa et al., 1983). Dentro de ella se encuentra una serie de lagos de origen volcanico tipo
maars: Alchichica, Quechulac, La Preciosa, San Luis Atexcac, Aljojuca y San Miguel
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Tecuitlapa; y dos lagos intermitentes: EI Carmen (Totolcingo) y El Salado (Tepeyahualco).

Algunas caracteristicas de los lagos pueden observarse en la Tabla 1.
Obtencién de organismos

Se obtuvieron individuos de las siguientes poblaciones: Leptodiaptomus grupo sicilis de El
Carmen, Quechulac, Atexcac y La Preciosa, Leptodiaptomus garciai de Alchichica y
Mastigodiaptomus grupo alburquerquensis de ElI Carmen y Tecuitlapa. Para la colecta se utilizé
una red de arrastre con una malla de 100 um. Las colectas se llevaron a cabo entre el 15y 16
de mayo y 16 de agosto del 2017. Los organismos se mantuvieron en cultivo en matraces
Erlenmeyer de 1 L a la salinidad en la que fueron colectados. Las caracteristicas de los lagos
se presentan en la Tabla 1. Debido a que el estatus taxondmico de las poblaciones de
Leptodiaptomus grupo sicilis ain no se define, en lo que resta del trabajo se nhombraran de

acuerdo al lago en el que fueron colectadas.

Tabla 1. Cuadro comparativo de los lagos ubicados en la Cuenca Oriental.

Lago Coordenadas | Permanencia | Profundidad | Salinidad Especie

Alchichica | 19°24’22”N Permanente 64.0 m 89glL" L. garciai
97°23'52"W

Atexcac 19°20’ N, Permanente 39.1m 6.5gL" L. Atexcac
97°27" W

El Carmen | 19°09’ N, Temporal <0.3m 1.4-10gL™" | L.EICarmen
97°33'W

M. grupo
albuquerquensis

La 19°22' N, Permanente 455 m 11gL" L. La Preciosa

Preciosa 97°23' W

Quechulac | 19°21°23”N Permanente 40.0 m 0.48gL™ L. Quechulac
97°21'14” W

Tecuitlapa | 19°07°09”N Permanente 25m 40gL™” M. grupo

albuquerquensis
97°34’'00"W
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Estimacion del tamafio del genoma por citometria de flujo
Aislamiento de las células

Los métodos mas comunmente utilizados para la medicion del genoma son el analisis por
densitometria de Feulgen y la citometria de flujo (Hare y Johnston, 2011); en este proyecto se
us6 el segundo método porque se disponia del equipo adecuado. Sin embargo, no se tenia un
protocolo estandarizado para aislar células de copépodos, y la presencia de un exoesqueleto
guitinoso dificulta el procedimiento. Se utilizd colagenasa debido a que es una enzima capaz de
romper los enlaces peptidicos del colageno, que es el principal componente del tejido
conectivo. De cada poblacién se prepararon tres réplicas, cada una de las cuales consistié en
100 individuos adultos, incluyendo machos y hembras. Los organismos vivos se maceraron y
se les adicionaron 50 pL de colagenasa con 50 pL de PBS (buffer fosfato salino),
manteniéndolos a 37° C en un termoblock. Posteriormente se filtr6 el contenido a través de una
red de 30 um para eliminar residuos organicos, tras lo cual el contenido se centrifugé a 2500
rpm por cinco minutos en una centrifuga refrigerada. Se decant6 el sobrenadante y la pastilla
se resuspendi6 con 200 uL de PBS y posteriormente se agregaron por goteo 800 uL de alcohol

etilico absoluto.

Las muestras fueron almacenadas a -20°C. Previo a la lectura en el citometro de flujo se realizé

la tincion con DAPI (1 pg/ 1uL) durante 20 minutos.
Lectura de muestras

Para la lectura de las muestras se utiliz6 un citémetro de flujo marca Cytoflex Beckman Coulter,
gue tiene un laser ultravioleta (355 nm) para excitar y un detector con un filtro de paso de
banda de 488/10 para medir la emision de la fluorescencia. El procedimiento se hizo a voltaje
constante y a una velocidad de maximo 50 eventos por segundo. Como estandar se utilizaron
células aisladas de larvas de Drosophila melanogaster y Gallus gallus domesticus. Se utiliz6 el

programa Flowjo para la estimaciéon del tamafio del genoma.
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Relacién entre la tallay salinidad con el genoma

Para establecer si existe relacion entre el tamafio del genoma con la salinidad del ambiente o
con la talla de los organismos, se midi6 la longitud total del cuerpo excluyendo las furcas de un
total de 40 individuos adultos de ambos sexos de cada poblacion de estudio. La salinidad de
los lagos fue obtenida a través de la bibliografia (Armienta et al., 2008). Se hicieron dos tipos
de correlacion, una simple de Pearson y otra mediante contrastes filogenéticos independientes.
Para el primer caso se utilizé el programa estadistico R (R Core Team, 2008), mediante el
paquete ggpubr (Alboukadel, 2017), con el cual también se comprobé la normalidad de los
datos._A los datos de talla, salinidad y Valor C se les realizé la prueba de normalidad Shapiro-

Wilk, obteniendo un resultado positivo, lo que indica una distribucién normal de los datos.

El andlisis de contrastes filogenéticos independientes es un método comparativo que hace la
correlacion entre dos o mas variables de interés, tomando en cuenta las relaciones
filogenéticas que existen entre las especies consideradas (Felsenstein, 1985). Este andlisis
tiene como base la idea de que en un andlisis estadistico, no se puede considerar a las
especies como un conjunto de datos independientes, debido a las relaciones ancestro-
descendiente de los organismos estudiados. Por ello, este andlisis toma en cuenta las
diferencias (contrastes) entre los pares de especies hermanas o de nodos encontrados en la
filogenia (Garland et al., 1992). Las relaciones filogenéticas entre las especies de la Cuenca
Oriental se establecieron de acuerdo con Barrera-Moreno et al. (2015), Jiménez-Cruz (2018) y
Ortega-Mayagoitia et al. (en preparacion). Este analisis se llevo a cabo con el paquete CAPER
para R (Orme et al., 2018).

Evolucion del tamafio del genoma en Copepoda
Base de datos

Se hizo una recopilaciéon de los tamafios de genoma de los 6rdenes Calanoida y Cyclopoida
reportados en la base de datos Animal Genome Size versién 2.0 (www.genomesize.com),
creada y administrada por T. Ryan Gregory (University of Guelph, Canada) (Ver Anexo 1). Se
modificaron algunos nombres de familias y especies ya que la base de datos no se encontraba
actualizada. Estas actualizaciones se realizaron consultando la pagina WoRMS

(http://www.marinespecies.org).
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Reconstruccion filogenética

Debido a que los datos de tamafio de genoma abarcaban dos o6rdenes de copépodos
(Calanoida y Cyclopoida), se hizo una reconstruccién filogenética utilizando diversas fuentes.
Las relaciones entre familias de cada Orden se establecieron siguiendo lo reportado por
Khodami et al. (2017). Para las familias que presentaban mas de dos especies se utilizaron las
filogenias publicadas de Calanidae, Clausocalanidae (Bucklin et al., 2003; Marszalek et al.,
2009; Hill et al., 2001) y Cyclopidae (Krajicek et al., 2016; Wyngaard et al., 2010; Mayor et al.,
2017; Zagoskin et al., 2014).

Sefal filogenética y estado ancestral del genoma.

La sefal filogenética determina en qué medida un grupo de especies se asemeja entre si
(basado en un caracter de interés), en comparacién a cdmo se asemejarian si se encontraran
de manera azarosa en un arbol filogenético (Bloomberg y Garland, 2002). La sefal filogenética
es una medida que puede obtenerse mediante A de Pagel y esta dada en un pardametro de
escalamiento (scaling parameter) el cual puede variar entre 0 (independencia filogenética) y 1

(dependencia del caracter a la historia evolutiva) (Pagel, 1999).

Se realizaron dos andlisis, el primero utilizando exclusivamente las 7 poblaciones de la Cuenca
Oriental y el segundo con la filogenia constituida por las 56 especies con tamafio de genoma
conocido. Ademas, se hizo la reconstruccion del estado ancestral del genoma de copépodos de

las dos filogenias. En ambos casos se utilizo el paquete phytools (Revell, 2012) para R.
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RESULTADOS

Poblaciones de Cuenca Oriental

El tamafio del genoma de las poblaciones de copépodos calanoides de la Cuenca Oriental
vario entre 0.25 pg y 0.44 pg, observados en la poblacién de Leptodiaptomus La Preciosa y en
la poblacién de Mastigodiaptomus EI Carmen, respectivamente. Los datos del tamafio de
genoma se analizaron mediante un ANOVA de una via y mostraron la existencia de diferencias
significativas entre las poblaciones (p < 0.0001). El analisis de Tukey HSD mostré que L.
garciai y L. El Carmen formaron un grupo homogéneo (a) al igual que L. Quechulac con M.
Tecuitlapa (d), mientras que el resto de las poblaciones fueron significativamente diferentes
entre si (Tabla 2). El valor del tamafio de genoma en las poblaciones de la CO, en orden de

magnitud, seria el siguiente:
Leptodiaptomus: L. La Preciosa < L. Quechulac < L. Atexcac < L. garciai < L. EI Carmen
Mastigodiaptomus: M. Tecuitlapa < M. El Carmen

En cuanto a la talla, las poblaciones de Mastigodiaptomus presentaron los promedios mas
altos, con un promedio de 1396.5 um, en contraste con las poblaciones de Leptodiaptomus,

con una talla promedio de 948 + 99 um.

Respecto a la correlacion entre talla y tamafio de genoma, los organismos de la poblacién L. El
Carmen fueron los que presentaron el promedio de la talla y de valor C mas alto (1120 + 43.13
pum y 0.41 + 2.19 E-05 pg), mientras que la poblacién de La Preciosa exhibi6é el promedio de
talla y de valor C mas pequefio (932 +54 um y 0.25 + 0.003 pg), lo cual en un principio parecia

indicar una correlacién positiva entre el tamafio del genoma y la talla de los copépodos.

La dispersion de datos del tamafio del genoma y las variables salinidad y talla mostraron una

tendencia lineal positiva (Figura 4), sin embargo, ninguna de las correlaciones fue significativa.
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Tabla 2. Promedio del tamafio de genoma y longitud de los adultos, por sexo y por especie. Las
letras en superindice indican los grupos homogéneos de acuerdo con el andlisis de Tukey
HSD.

Especie Valor C (pg) Talla (um)
3 ? d+9
L. garciai 0.4 +£0.007%
906 + 49 10001 + 53 954+ 70
L. “El Carmen” 0.41 + 2.19E-05% 1154 + 46 1227 + 40 1120 + 56.37
L. “Atexcac” 0.37 +0.011° 885 + 25 982 + 44 938+ 61
L. “La Preciosa” 0.25 + 0.003° 884 + 24 980 + 33 932 + 54
L. “Quechulac” 0.33 + 0.003" 947 + 69 1127 + 85 1082 + 107
M. “El Carmen” 0.44 + 0.006° 1161 + 181 1556 + 127 1358 £ 217.14
M. “Tecuitlapa” 0.35 + 0.002° 1304 £ 21 1566 + 293 1435 + 280
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Valor C (pg)
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Figura 4. Correlacion entre el tamafio del genoma de las poblaciones y las variables salinidad

(g L™ y tamafio de cuerpo (um), la sombra representa los intervalos de confianza.

El andlisis de contrastes filogenéticos independientes no indicé la existencia de una correlacion

del tamafio del genoma contra las variables mencionadas anteriormente (Tabla 3).

Tabla 3. Contrastes filogenéticos de las poblaciones de copépodos de la CO.

Contrastes filogenéticos independientes
Ndmero de
contrastes validos R? ajustada Valor-P
Valor C vs tamafio de cuerpo 6 -0.01433 0.3827
Valor C vs Salinidad 6 -0.08833 0.5059
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Evolucion del tamafio de genoma en Copepoda

Si se observa el tamafio de genoma promedio (pg) de los distintos 6érdenes de Copepoda se
hace evidente la variabilidad existente dentro de esta subclase (Figura 3). En la pagina Animal
Genome Size (Gregory, 2019) la mayoria de los datos pertenecientes corresponde a los
ordenes Calanoida y Cyclopoida, lo que hace evidente que hay un sesgo en cuanto a los
grupos que han sido méas estudiados y la poca informacion correspondiente a los Ordenes
Harpaticoida y Siphonostomatoida. El tamafio de genoma promedio en Calanoida es mayor y
mas variable que en Cyclopoida.

Variacion entre Ordenes

12.00 -
10.00 -+
£
o 8.00 -
5 M Calanoida
oo
< 6.00 - Cyclopoida
o
e Harpacticoida
g 4.00 -
B Siphonostomatoida
2.00
0.00 -

Orden

Figura 3. Tamafio del genoma promedio de cuatro 6rdenes de copépodos: Calanoida (43
especies) Cyclopoida (24), Harpaticoida (1) y Siphonostomatoida (1). Las barras de error

muestran la desviacion estandar.

Dentro de Calanoida, las familias con un promedio de tamafio de genoma mas grande son
Calanidae y Euchaetidae, en esta Ultima existe el reporte con el genoma mas grande hasta
ahora medido, correspondiente a una poblacion de Parauchaeta con 32.75 pg (Leinaas, 2016).
Sin embargo este dato no se encuentra dentro de la base de datos y por lo tanto no se
incorpor6 al analisis. Como todas las poblaciones de la CO pertenecen a familia Diaptomidae,

se muestran separadas de las especies de Diaptomidae descargadas de la Animal Genome
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Size Database (Figura 4). Se puede observar la gran diferencia existente entre las poblaciones

de Diaptomidae de la CO con los registros previos de la familia.

Promedios por familia Calanoida

16.00
14.00
M Calanidae
__12.00
i.e B Centropagidae
E 10.00 B Temoridae
2 Clausocalanidae
& 8.00
) B Euchaetidae
he)
z% 6.00 m Diaptomidae
lr_% M Diaptomidae (Cuenca Oriental)
4.00
2.00
0.00

Familias Calanoida

Figura 4. Tamafo de genoma promedio de las familias de Calanoida. Las barras de error
muestran la desviacion estandar.
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Figura 5. Filogenia de las especies con las que se hizo el andlisis comparativo Calanoida y
Cyclopoida. Los numeros de la derecha son el promedio del tamafio del genoma por familia.
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La figura 5 muestra el arbol filogenético construido con las especies de las que se recopil6 el
tamafio del genoma. Consta de organismos marinos y lacustres y presenta dos érdenes de
copépodos (Calanoida y Cyclopoida), el primero conformado por 6 familias con 15 géneros y el
segundo por una familia con 7 géneros. En el arbol de observan politomias dentro de los
géneros Calanus, Leptodiaptomus y dentro de la familia Cyclopidae, ya que no se cuenta con
suficiente informacién para resolver esas relaciones filogenéticas. Esta filogenia es inédita
porgue incluye las poblaciones de la Cuenca Oriental en conjunto con especies de copépodos

con tamafio de genoma publicado.

Tabla 4. Resultados de la sefial filogenética y estado ancestral del genoma de las poblaciones

de copépodos a nivel local y global.

Senial filogenética y estado ancestral del tamafio de genoma

Estado Ancestral

Especies Familias A Valor-P del genoma (pg)
Orden Calanoida
y Cyclopoida 56 7 0.99 9.99E-10 259+1.9
Diaptomidae de
Cuenca Oriental 7 2 6.61E-05 1 0.39 + 0.001

El valor lambda (M) en la filogenia de los dos érdenes de copépodos fue casi 1, lo que prueba la
existencia de una fuerte sefial filogenética. Por otro lado, la sefial filogenética obtenida de
copépodos de la Cuenca Oriental no fue significativa. Los valores del estado ancestral del
genoma gue se muestran en la Tabla 4 fueron tomados del nodo mas antiguo de la filogenia

correspondiente.

En las Figuras 6 y 7 se muestran las filogenias constituidas por las poblaciones locales y
globales, respectivamente. Se denotan los cambios ocurridos en el tamafio de genoma a través
de la historia de estos linajes, mostrandose en colores calidos las especies con un genoma

mas pequefio y en colores frios las especies con un genoma mas grande.
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p— ] Leptodiaptomus El Carmen

j Leptodiaptomus Quechulac
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Figura 6. Mapeo del tamafio del genoma en la filogenia de las poblaciones de la Cuenca

Oriental.

Respecto a las especies de la CO, Se observa que a lo largo de su historia evolutiva algunos
linajes se han encontrado con aumentos (las dos poblaciones de ElI Carmen) y otros con
reducciones en su tamafio del genoma (L. La Preciosa). El estado ancestral del genoma es de
0.39 pg. La poblacion que presentd la ganancia mas evidente es la de Mastigodiaptomus El
Carmen, se observa que el tamafio de genoma de esta poblacion difiere de Mastigodiaptomus
Tecuitlapa, siendo estas dos poblaciones consideradas una sola especie de acuerdo con su
morfologia. En cuanto a las poblaciones de Leptodiaptomus de la CO podemos observar que el
estado ancestral del genoma no mostrdé cambios tan drasticos en los diferentes clados (b y d),
pero aln con esto, podemos observar la divergencia del valor del tamafio de genoma en el
complejo de especiacion de Leptodiaptomus grupo sicilis (d) siendo la poblacion de La Preciosa
la que presento la reduccion mas evidente mientras que la poblacion de EI Carmen muestra el

aumento mas conspicuo dentro de este clado.
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Figura 7. Reconstruccién del estado ancestral y evolucién del tamafio del genoma en los

ordenes Calanoida y Cyclopoida.

A lo largo de la historia evolutiva de Copepoda se pueden identificar algunas tendencias de

aumento o reduccion en el tamafio de genoma de las especies. Tenemos que a partir de un

tamafio de genoma comun de 2.59 pg, se presenté un aumento en los calanoides (b, amarillo)

con muchas fluctuaciones posteriores, y una reduccion en los ciclopoides (c, naranja), en los

cuales no hubo cambios significativos posteriores. Dentro del clado Calanoida (b) se observa la

divergencia en los clados d (verde) y e (naranja), el primero de los cuales se encuentra

conformado por especies marinas que tuvieron un evento de aumento del genoma. El clado e

esta conformado en su mayoria por copépodos continentales a excepcion de las especies que

integran los clados h y j, que son marinas. Dentro del clado Diaptomidae (g) se pueden

identificar eventos de aumento en el género Hesperodiaptomus pero también de reduccion,

especialmente en las poblaciones de la CO.
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DISCUSION

Tamarfo de genoma de las poblaciones de la Cuenca Oriental

Todas las poblaciones de Cuenca Oriental reportadas en este trabajo son registros nuevos de
copépodos calanoides, por lo cual no es posible hacer comparaciones a nivel de especie, sin
embargo, si se pueden realizar a nivel de género o con especies filogenéticamente cercanas.
El tamafio de genoma de los copépodos Mastigodiaptomus EI Carmen y Mastigodiaptomus
Tecuitlapa es de especial importancia ya que estos datos representan el primer registro de esta

variable en este género.

Las poblaciones de copépodos Leptodiaptomus de Cuenca Oriental tienen un rango de tamafio
de genoma de 0.25 a 0.41 picogramos, esto contrasta con los valores previamente reportados
para este género, que van de 1.33 a 3.81 picogramos (Gregory et al., 2000). Se puede destacar
el valor C de la poblacién de Leptodiaptomus La Preciosa (0.25 pg.) ya que es genoma mas
pequefio reportado hasta la fecha en copépodos calanoides, el valor mas pequefio que aparece

en Animal Genome Size es de 0.34 pg, correspondiente a Neodiaptomus lymphatus.

Aunque estas poblaciones de copépodos de la Cuenca Oriental son filogenéticamente
cercanas entre si y presentan baja divergencia en el gen mitocondrial COI (<0.5%), se sabe
gue se encuentran sometidas a un proceso de especiacién ecolégica, pudiendo diferenciarse
tres fenotipos de acuerdo a la salinidad a la que se encuentran sometidas (Barrera-Moreno et
al., 2015). Esto es coherente con lo obtenido en este trabajo, ya que el tamafio del genoma de
las poblaciones de copépodos es significativamente diferente entre si. Por otra parte, la
diferencia en el tamafio del genoma en estos linajes podria volverse taxonémicamente

importante al momento de diferenciar entre especies (Murray, 2005).

Vailant et al. (2013) son los Unicos autores que han publicado tamafio de genoma en
copépodos calanoides de aguas continentales sometidos a un proceso de especiacion,
reportando valores en un rango de 0.37 - 0.41 pg. (Phyllodiaptomus, Neodiaptomus,
Eodiaptomus) existiendo un sobrelapamiento con el rango observado en este trabajo (0.25-0.44
pg.). Sin embargo, esos datos no son analizados de ninguna manera. La variacion del tamafio

de genoma en las poblaciones de la CO es similar a lo reportado por Stelzer et al. (2011), que
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encuentran variacién en el tamafio de genoma en el complejo de especies cripticas Brachionus
plicatilis, aun cuando las especies exhiben reconocimiento sexual y formacion de la F1. Esto es
muy similar a lo que ocurre en el complejo de especiacion de Leptodiaptomus de la CO ya que
aln existen reconocimiento sexual, pero por lo menos entre la poblacibn de Atexcac y La
Preciosa, la F2 ya no es viable (Barrera-Sanchez, 2016). Por lo tanto, la divergencia en el
tamafio de genoma pudiera ser una de las primeras caracteristicas que se forman en las

poblaciones en vias de especiacion.

También es importante resaltar que en algunos casos la variacién del valor C, como la
encontrada en la CO, se puede formar mucho antes que una variacion en el fenotipo de las
especies, maodificandose primero la longitud de cromosomas, la cantidad de cromatina o la
asimetria cariotipica, siendo estas variaciones caracteristicas adicionales de poblaciones en
especiacion (Murray, 2005). Las poblaciones de Leptodiaptomus no han sido estudiadas en
este aspecto, por lo que seria importante conocer su arquitectura genética y hacer
comparaciones con cariotipos publicados de otros copépodos (Libertini y Lazzaretto, 1993) con
tamafios de genoma de diferente magnitud. EI comprender la dinamica del genoma es esencial
para conocer la relacién que pudiera tener con el fenotipo de las poblaciones, el efecto de las
alteraciones genéticas en los pardmetros poblacionales y los tiempos de evolucién molecular
(Parfrey, 2008).

Tamafio del genomay salinidad

No se encontré una relacion significativa entre la talla y la salinidad con el tamafio del genoma
de lo copépodos de la Cuenca Oriental. Aunque no se ha demostrado que la salinidad ejerza
una relacion directa en el tamafio de genoma de las especies, existe evidencia que indica que
el contenido de ADN en crustaceos muchas veces se puede modificar debido a la relacion que
presentan los organismos con su medio ambiente (Alfsnes et al.,, 2017). La salinidad es un
factor importante que puede acelerar las tasas de evolucion molecular (Derry et al., 2003) y en
el caso de las especies de Leptodiaptomus, que habitan los diversos lagos de la Cuenca
Oriental, la salinidad ha jugado un papel importante en la diversificacion de las especies
favoreciendo su aislamiento reproductivo (Barrera-Moreno et al., 2015, Montiel-Martinez et al.,
2008). Sin embargo, es probable que el tamafio de genoma de estas poblaciones haya

divergido por otras caracteristicas ambientales adicionales a la salinidad, ya que los lagos
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divergen también en profundidad, grado tréfico, transparencia, etc. y por otra parte no se puede

descartar la influencia de procesos aleatorios.
Tamaino de genomay talla

En diversas especies de crustaceos (Hessen y Persson, 2009) y de copépodos calanoides y
ciclopoides se ha documentado una correlacion positiva entre la talla y el tamafio del genoma
de los organismos, encontrandose en poblaciones de copépodos calanoides marinos (McLaren
et al.,, 1988 y 1989, Leinaas et al., 2016), de aguas continentales (Gregory et al., 2000) y
copépodos ciclopoides de aguas continentales (Wyngaard y Rasch, 2000). Sin embargo, esta

correlacion no se corrobor6 en los copépodos de la CO.

La correlacion entre tamafio de genoma y talla se ha documentado principalmente en
copépodos calanoides marinos, sin embargo, el Unico mecanismo por el cual se explica esta
relacion es el control nucleotipico propuesto por McLaren et al. (1988). Este mecanismo podria
estar limitado a dos caracteristicas, probablemente exclusivas, de las poblaciones con las que
McLaren et al. trabajaron (Pseudocalanus y Calanus); la primera es que estos organismos
presentan un desarrollo eutélico, haciendo que el crecimiento posterior a copepodito | sea
exclusivamente por aumento del volumen celular (McLaren y Marcogliese, 1983). La segunda
caracteristica importante es que son organismos ectotérmicos, por lo que la temperatura ejerce
un efecto plastico sobre la talla de los organismos (Walters y Hassall, 2006); esto ultimo pudo

llevar a los autores a sobrestimar el efecto de este mecanismo (Leinaas et al., 2016).

En cuanto a la relacion entre el tamafio del genoma y la talla de copépodos de aguas
continentales, Gregory et al. (2000) son los Unicos autores que han estudiado esta relacion en
calanoides lacustres y aunque encuentran una correlacién significativa entre el tamafio del
genoma y la talla de los organismos, la Unica explicaciébn que se da es la del control

nucleotipico, sin embargo, no presentan evidencias de este mecanismo.

Cabe mencionar que, aunque el control nucleotipico suele citarse como un mecanismo comun
en copépodos (Hessen y Persson, 2009), hasta el momento no existen estudios adicionales a
los de McLaren (McLaren et al., 1982, 1988, 1989) sobre la presencia de eutelia en estos
organismos (Canfield, 2003) y como esta caracteristica va de la mano con el mecanismo del
control nucleotipico, se tiene que tomar con precaucion esta explicacion. Como observacion
personal, se ha comprobado que al menos la poblacion de Leptodiaptomus Atexcac no
presenta eutelia, por lo que existe la probabilidad de que ninguna poblacién de Leptodiaptomus

de la CO presente esta condicion.
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Sefal filogenética del tamafio del genoma

El valor obtenido de la reconstruccion del estado ancestral del genoma de las poblaciones de
copépodos de la CO, el cual se calculé con base a los datos de la filogenia fue de 0.39 £ .001,
por lo tanto, se puede inferir que a lo largo de su historia evolutiva, han ocurrido algunos
eventos de reduccién y de incremento de genoma. Sin embargo, la sefial filogenética entre las
poblaciones de copépodos de la CO no fue significativa. Probablemente el tamafio de genoma
de estas poblaciones es un valor que se fij6 en ellas anterior al aislamiento reproductivo
producido por la adaptacion a la salinidad, pero no podemos descartar que la seleccién natural

o la deriva génica hayan modelado el tamafio del genoma de estas poblaciones.
Evolucion del tamafio del genoma en Calanoida y Cyclopoida

Por otra parte, la sefial filogenética del tamafio del genoma en la filogenia de Calanoida y
Cyclopoida (Figura 7) si fue significativa, por lo que el valor C en las especies actuales
depende en gran medida de la historia evolutiva de su linaje. En la subclase Copepoda se
encontré que el tamafio del genoma del ancestro comdn, en la reconstruccion del estado
ancestral, fue relativamente pequefio (2.59 + 1.95), sin embargo, se puede observar el

incremento en el genoma de algunas especies.

Si tomamos en cuenta que el orden Calanoida es un linaje que precede al de Cyclopoida (Ho,
1994), podemos observar que existen diferentes patrones en la variacién de su genoma. Por un
lado, el orden Calanoida se distingue por su alta variabilidad y cantidades altas de genoma,
prevaleciendo algunas explicaciones como eventos de duplicacién del genoma, mientras que el
orden Cyclopoida tiende a presentar genomas mas reducidos (Einsle, 1996; Grishanin et al.,
1994, 1996). Hasta el momento no se puede decir si esta ganancia o pérdida de genoma
corresponda a genes funcionales. Sin embargo, en el caso de ciclopoides, se ha documentado
procesos de endoreplicacion como un proceso comun, en el cual los embriones ganan de 5 a
10 veces su tamafio de genoma y posteriormente se elimina la mayor parte de la
heterocomatina repetitiva, después de esto el nicleo somatico diploide contienen la misma
cantidad de ADN que las células espermaticas haploides, esto sin afectar de ninguna manera

genes estructurales o funcionales (Parfrey, 2008).

La tendencia evolutiva en los copépodos ciclopoides a presentar tamafios de genoma

pequefios inclusive se puede considerar como una caracteristica sinapomoérfica del linaje
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(Rasch y Wyngaard, 2006), del mismo modo los tamafios de genoma reducidos de
Harpaticoida (T. californicus: 0.25 pg.) y Siphonostomatoida (Lepeophtheirus salmonis: 0.58 pg)
son consistentes con la tendencia a un decremento en el tamafio de genoma de grupos

recientes o derivados de Calanoida (Wyngaard y Rasch, 2000).

La acumulacion de grandes cantidades de ADN es algo que puede ser explicado por algunas
hipotesis, una de ellas bajo el ADN parasitico o egoista (Gregory, 2007), ya que si bien,
algunas porciones del genoma contribuyen de manera positiva a la adecuacion biolégica de los
organismos, también existe una porcion de ADN que no tiene efecto alguno sobre el fenotipo y
no se encuentra bajo presion de seleccion. Algunas de las secuencias de ADN repetido podrian
brindar algunas ventajas a las especies como facilitar arreglos genéticos novedosos que
puedan incrementar la versatilidad evolutiva o ser un repositorio donde se puedan reclutar
nuevas secuencias funcionales (Doolittle y Sapienza, 1980). Esto podria explicar la causa de
esta acumulaciéon de ADN gue se encuentra en la historia evolutiva de copépodos calanoides, y
mas aun porque la seleccién natural no tiene un efecto directo hacia estas secuencias neutras
por lo que la herencia de secuencias de ADN repetido puede mantenerse a lo largo de algunos

linajes.

Por otro lado, las especies que presentan un tamafio de genoma reducido, como en el caso de
ciclopoides y algunos calanoides, pudieron haber encontrado un limite en la replicacién de su
ADN debido a que el costo de mantenimiento y replicacion pudiera perjudicar el desarrollo en el
ciclo de vida de los organismos (Orgel y Crick, 1980). La disminucién de cromatina se ha
documentado en 23 especies de copépodos ciclopoides de aguas continentales (Grishanin,
2014). La aparicidn de este mecanismo pudo haber jugado un papel importante en la aparicion
de especies cripticas en ciclopoides y es una herramienta para la adaptacion de especies en
ambientes adversos asi como un control de la carga de elementos del ADN repetidos (Sun et
al.,, 2014). Un mecanismo similar podria estar presente en poblaciones de copépodos
calanoides de aguas continentales ya que algunas de estas especies presentan un tamafio de
genoma similar a los ciclopoides y un mecanismo semejante podria explicar la variacion

existente en especies con genomas pequefios como las poblaciones de la CO.

A nivel de Orden, no se ha explorado el mecanismo por el cual se genera la variacion en el
tamafio del genoma en calanoides y es necesario incrementar la investigacién en especies de
aguas continentales para tener un mejor entendimiento de su evolucion dentro del orden. La
tendencia encontrada, tomando en cuenta el trabajo de Vailant et al. (2013), Gregory et al.

(2000) y la informacion aqui presentada, pareciera indicar que existe una separacion entre los
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copépodos calanoides marinos y de aguas continentales. Los primeros se caracterizan por
tener un tamafio de genoma grande y flexible a factores ecoldgicos (temperatura y
disponibilidad de recursos) (McLaren et al., 1985, Escribano et al., 1995, Leinaas et al., 2011),
mientras que los segundos parecieran presentar tamafios de genoma relativamente mas
pequefios y hasta el momento sin relacion alguna con factores ecolégicos (Vailant et al., 2013,
Gregory et al., 2000).

Posiblemente el mecanismo de variacion del valor C en especies de aguas continentales sea
diferente de los marinos, y aunque el genoma de las especies marinas podria tener mayor
susceptibilidad a responder hacia la temperatura (Leinaas et al., 2015), el control nucleotipico
de copépodos explorado por McLaren no ha sido puesto a prueba en otras especies, por lo
tanto, la relacion entre la talla con el genoma pudiera estar siendo sobre interpretada por

algunos autores.

Cabe resaltar que aun existe un gran vacio de informacion de los 6érdenes Harpaticoida,
Siphonostomatoida, Misophrioida, Canuelloida, Gelyelloida, Mormoniloida y Monstrilloida ya
gue los reportes parecen reflejar el grado de interés de los investigadores hacia Calanoida y
Cyclopoida, por lo que este analisis no contiene una muestra representativa de la subclase
Copepoda. Aunado a esto, la mayoria de las investigaciones que reportan el tamafo del
genoma de copépodos no tienen como fin dilucidar los factores que generan variacion en esta

caracteristica.

Como se mencioné arriba, seria de especial interés conocer si las poblaciones de
Leptodiaptomus de la CO, que tienen genomas muy pequefios dentro del orden Calanoida,
presentan procesos de endoreplicacion en los primeros estadios de su ciclo de vida y si
posteriormente presentan algin mecanismo de eliminacibn gendmica. Asimismo, seria util
investigar si el tamafio del genoma puede alterarse experimentalmente al manipularse algunas
variables como el alimento o gradientes de salinidad y temperatura, tal como ha sido observado

en algunas especies marinas.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el tamafio del genoma de las siete
poblaciones de la CO no esta relacionado con la talla de los organismos ni con la salinidad de
los lagos que habitan. No se observd una relacion entre el genoma con la filogenia de las
poblaciones de la CO, sin embargo, al analizar este caracter a lo largo de la historia evolutiva
de Calanoida y Cyclopoida se puede observar como el genoma ha evolucionado y divergido de
la mano con estos linajes. Esta dinAmica en el tamafio del genoma es importante explicarla si
se quieren conocer los efectos evolutivos que tiene el tamafio del genoma en la subclase

Copepoda.
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ANEXO 1.

Base de datos de tamafio de genoma de Calanoida y Cyclopoida obtenidas de Animal

Genome Size (consultada el dia 15/10/2018).

Orden Familia Especie Valor C
Cyclopoida Cyclopidae Cyclops kolensis 0.14
Cyclopoida Cyclopidae Cyclops strenuous 0.86
Cyclopoida Cyclopidae Cyclops furcifer 1.4
Cyclopoida Cyclopidae Cyclops insignis 3.41
Cyclopoida Cyclopidae Cyclops divulsus 1.8
Cyclopoida Cyclopidae Macrocyclops albidus 0.94
Cyclopoida Cyclopidae Megacyclops latipes 2.01
Cyclopoida Cyclopidae Thermocyclops crassus 0.42
Cyclopoida Cyclopidae Mesocyclops ruttneri 0.73
Cyclopoida Cyclopidae Mesocyclops edax 1.49
Cyclopoida Cyclopidae Mesocyclops longisetus 0.89
Cyclopoida Cyclopidae Mesocyclops leuckarti 0.38
Cyclopoida Cyclopidae Mesocyclops woutersi 0.38
Cyclopoida Cyclopidae Acanthocyclops robustus 0.75
Cyclopoida Cyclopidae Acanthocyclops vernalis 0.75
Cyclopoida Cyclopidae Diacyclops galbinus 0.32
Calanoida Diaptomidae Aglaodiaptomus forbesii 3.81
Calanoida Diaptomidae Leptodiaptomus tyrrelli 1.33
Calanoida Diaptomidae Leptodiaptomus wilsonae 3.25
Calanoida Diaptomidae Leptodiaptomus insularis 1.91
Calanoida Diaptomidae Leptodiaptomus nudus 3.33
Calanoida Diaptomidae Leptodiaptomus garciai* 0.4
Calanoida Diaptomidae Leptodiaptomus sicilis 1.77
Calanoida Diaptomidae Leptodiaptomus Atexcac* 0.37
Calanoida Diaptomidae Leptodiaptomus La 0.25

Preciosa*
Calanoida Diaptomidae Leptodiaptomus Quechulac* 0.33
Calanoida Diaptomidae Leptodiaptomus El Carmen* 0.41
Calanoida Calanidae Calanus pacificus 6.81
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Orden Familia Especie Valor C
Calanoida Calanidae Limnocalanus macrurus 1.63
Calanoida Centropagidae Osphranticum labronectum 2.45
Calanoida Temoridae Eurytemora affinis 0.63
Calanoida Temoridae Eurytemora composite 0.79
Calanoida Temoridae Heterocope septentrionalis 5.45
Calanoida Temoridae Temora longicornis 1.31
Calanoida Diaptomidae Neodiaptomus lymphatus 0.34
Calanoida Diaptomidae Eodiaptomus wolterecki 0.37
Calanoida Diaptomidae Phyllodiaptomus 0.41
Calanoida Diaptomidae Mastigodiaptomus El Carmen* 0.44
Calanoida Diaptomidae Mastigodiaptomus Tecuitlapa* 0.35
Calanoida Diaptomidae Hesperodiaptomus arcticus 4.67
Calanoida Diaptomidae Hesperodiaptomus nevadensis 5.71
Calanoida Diaptomidae Hesperodiaptomus 4.37

victoriaensis

Calanoida Diaptomidae Hesperodiaptomus shoshone 3.11
Calanoida Diaptomidae Aglaodiaptomus leptopus 2.77
Calanoida Calanidae Calanus helgolandicus 10.17
Calanoida Calanidae Calanus sinicus 8.53
Calanoida Calanidae Calanus finmarchicus 2.74
Calanoida Calanidae Calanus marshallae 10.74
Calanoida Calanidae Calanus glacialis 5.22
Calanoida Calanidae Calanus hyperboreus 5.51
Calanoida Calanidae Pseudocalanus newmani 2.25
Calanoida Calanidae Pseudocalanus acuspes 3.43
Calanoida Calanidae Pseudocalanus minutus 3.43
Calanoida Calanidae Pseudocalanus moultoni 4.37
Calanoida Calanidae Pseudocalanus elongatus 35

Calanoida Calanidae Paraeuchaeta norvegica 14.68
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