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Resumen

En afos recientes el estudio del genoma mitocondrial ha adquirido gran relevancia,
siendo utilizado para comprender procesos a una escala tanto microevolutiva como
macroevolutiva. Dentro de la subclase Copepoda, actualmente existen doce
mitogenomas reportados de los cuales solo uno pertenece a un copépodo lacustre de
vida libre. En este trabajo, mediante una aproximacién a través de herramientas
gendmicas y bioinformaticas, se presenta el borrador del mitogenoma de
Leptodiaptomus garciai, un copépodo calanoide que habita el lago Alchichica en la
Cuenca Oriental, Puebla. La longitud del ensamble fue de 14, 654 pb, recuperando un
total de 37 genes. Adicionalmente, se realiz6 una comparaciéon de este mitogenoma
contra copépodos de distintos 6rdenes. En conjunto, se identific6 que los genes NAD
(1-3) y ATP6 presentan tasas de sustitucion nucleotidica elevada. Asi mismo,se
observan eventos de reordenamiento masivo en genes codificantes de proteinas,
destacando que el ordenamiento genético de L. garciai es tnico dentro de la subclase.
Por dltimo, se realizaron analisis filogenéticos utilizando distintos genes
mitocondriales, los cuales confirman la afinidad taxon6mica de L. garciai a copépodos
del orden Calanoida. Sin embargo, los escasos recursos genoémicos de Copepoda,
dificultan el establecer una filogenia con soporte estadistico robusto. Los recursos
moleculares obtenidos en esta tesis sentaran las bases genomicas del estudio de
procesos ecologicos y evolutivos de este importante grupo de animales acuéaticos.



Abstract

In recent years, mitochondrial genome research has acquired particular attention,
especially in the field of evolutionary biology. Although the Copepoda subclass exhibits
a vast species diversity, currently there are only twelve reported mitogenomes, of
which only one belongs to a lacustrine free-living copepod. Here, through a genomic
and bioinformatic approach, we report a mitochondrial draft genome assembly of
Leptodiaptomus garciai, a calanoid copepod that inhabits lake Alchichica from the
Cuenca Oriental (Puebla), México. The genome assembly length is of 14,645 bp, with
an annotation of 37 genes. Furthermore, comparisons between different copepods
belonging to different orders were made. Overall, the genes NAD (1-3) and ATP6 seem
to have the highest nucleotide substitution rates. In addition, the mitochondrial DNA
architecture of different copepod species reveal multiple rearrangements of protein
coding genes, highlighting the uniqueness of L. garciai mitogenome. Finally,
phylogenetic analyses were performed using different mitochondrial genes,
supporting the taxonomic affinity of L. garciai to the order Calanoida. The molecular
resources provided in this thesis will shed light on the ecological and evolutionary
events that take place in this important group of aquatic animals.



Ensamblado de novo y anotacion del mitogenoma
del copépodo lacustre Leptodiaptomus garciai

1. Introduccion

1.1 El sistema genético

Uno de los principales objetivos de la teoria de evolucion biolégica es esclarecer la
historia natural de las especies. Desde la publicacion de El Origen de las Especies por
Darwin en 1859, se generd un parteaguas en la investigacion evolutiva, ya que a partir
de ese momento se comprendié que el estudio de la variaciéon en los caracteres, la
herencia y el ambiente, son puntos clave para explicar la extensa diversidad que existe
entre los seres vivos. Afios més tarde, con el surgimiento de areas como la genética de
poblaciones y la genética cuantitativa, las investigaciones se comenzaron a realizar en
el marco de trabajo de la sintesis evolutiva y con esto, se comenzaron a explicar los
patrones de evolucién con mayor precision y robustez estadistica. En los tltimos afios,
ademas del paradigma de la sintesis, han surgido distintas areas de investigacion que
han ampliado y desafiado la vision actual del modelo evolutivo, diversificando atin mas
este campo. Algunas de estas nuevas ramas son: la epigenética, la biologia evolutiva
del desarrollo (evo-devo), la evolucionabilidad, la plasticidad fenotipica y la
acomodacion genética (Pigliucci, 2007).

Un punto en comtn que tienen estas areas de trabajo es el estudio de los sistemas de
transmision de informacion. Estos sistemas son realmente importantes en la teoria
evolutiva, ya que son los responsables de la herencia, son versatiles y con ellos las
especies pueden hacer frente a las condiciones ambientales, siendo asi, la pieza clave
con la cual la evolucion genera cambios en los organismos a través del tiempo.
Siguiendo esta idea, algunos autores (Smith & Szathmary, 1997) proponen que la
complejidad de los sistemas vivos surgid a partir de cuatro transiciones (el origen de
los cromosomas, de los eucariontes, del sexo y de los organismos pluricelulares) que
modificaron directamente el proceso de transmisiéon de informacion en las especies.
Estos eventos pudieron repercutir en la complejidad de los patrones evolutivos, asi
como en un aumento de la diversidad taxonémica. Es asi que, para comprender la
historia natural de las especies, es fundamental conocer y analizar estos sistemas,
entre ellos, el mas sencillo de identificar y examinar es el sistema genético (Jablonka
& Lamb, 2014). En él, la informacion hereditaria se encuentra organizada en una
secuencia de nucleotidos, siendo el gen una unidad compuesta de acidos nucleicos, la
cual es decodificada en ARN y proteinas (Jablonka, 1994). Teniendo un conocimiento



integro de la informacién genémica, se pueden analizar las frecuencias genéticas para
conocer patrones de seleccion (Nielsen, 2005) y adaptacion (Orr, 2005). Esto a su vez,
posibilita la exploraciéon de vestigios evolutivos a nivel molecular y, ademas, se pueden
asociar estos datos con informacion obtenida a partir de caracteristicas morfologicas,
fisiologicas y ecologicas.

Por lo general, el parentesco entre linajes se exploraba a partir de enzimas, secuencias
nucleares y mitocondriales (Taylor et al., 1996). Sin embargo, analizar regiones
genéticas cortas se ha vuelto una limitacion cada vez mas evidente para dar
explicaciones contundentes sobre la morfologia, la fisiologia y la adaptacién de los
organismos. Asi, el avance de las técnicas gendémicas aplicadas en la medicina, como
la secuenciacion del genoma humano (Venter et al., 2001), atrajo el interés de
investigadores a explorar la variacion de las especies a nivel genémico (Shubin, 2020).
Derivado de esto, surgioé una gran cantidad de tecnologias y metodologias para la
obtencién parcial (polimorfismos) o completa (ensamble de genoma) de la secuencia
de ADN de las especies (Zhang et al., 2011), lo cual impulsé el desarrollo de tecnologias
de secuenciacion masiva (NGS, next-generation sequencing)

El crecimiento de las NGS ha ocasionado el origen de distintas metodologias que se
han utilizado en el estudio de la biologia evolutiva. Dentro de ellas se encuentran: el
ensamblado de novo del genoma, el estudio de la variacion genémica y epigenética, y
los analisis de expresion diferencial (Park & Kim, 2016). Debido a que los costos de
secuenciacion se han reducido en los ultimos afios y los programas bioinforméaticos
son cada vez mas diversos y accesibles al usuario con conocimientos limitados de
programacion, estos analisis son cada vez mas sencillos de implementar en proyectos
de investigacion (Paszkiewicz & Studholme, 2010). Esto ha ocasionado innumerables
posibilidades en lo referente al estudio de la diversidad, ya que ahora es mas simple
realizar comparaciones entre regiones genoémicas de especies, lo cual permite conocer
distintas caracteristicas como secuencias linaje-especificas, secuencias compartidas
entre especies, patrones de seleccion, regiones funcionales, entre otras (Wray, 2010).

1.2 Genoémica comparada

El estudio de la variabilidad en las especies es sumamente importante, ya que a partir
de esto, podemos conocer como se encuentran relacionadas entre si y a su vez,
formular hipotesis sobre procesos que moldearon su historia evolutiva. Esta
variabilidad se puede estudiar a nivel de genoma, realizando comparaciones en cuanto
ala estructuray funcion de secuencias de ADN. Por lo general, estos analisis se enfocan
en el estudio del genoma nuclear y mitocondrial de los organismos.

Para analizar el genoma de un organismo, es necesario efectuar un muestreo
representativo del ADN a través de una técnica de secuenciacion masiva. A partir de
esto, se efectia un ensamble, el cual es la representacion del genoma a partir de la
estructuracion jerarquica de la informacion obtenida (lecturas, contigs y scaffolds)
mediante programas bioinformaticos (Miller et al., 2010). Aunque estas técnicas han



avanzado de manera importante en los dltimos afios, la mayoria de estos ensambles
distan de ser trabajos definitivos y en muchos casos se encuentran a un nivel de
borrador (Phillippy et al., 2008). Sin embargo, estos proyectos se van completando a
lo largo del tiempo, perfeccionando la estrategia de secuenciacion, ensamblado y
anotado, logrando asi la mejor calidad e integridad de un genoma.

La implementaciéon de técnicas de NGS en el campo de la genémica comparada ha
incrementado la comprension de las dinamicas del genoma. Por ejemplo, estas
técnicas han permitido conocer la divergencia en regiones funcionales en Metazoa
mediante la descripcion de regiones de splicing alternativo, la deteccion de zonas de
regulacion (micro-RNAs) y también la identificacion de eventos gendmicos como
duplicaciones y pérdida de genes (Copley, 2008). Del mismo modo, en Arthropoda se
han podido explicar de manera detallada las diferencias en patrones de seleccion tanto
en regiones codificantes (Wright & Andolffato, 2008) como no codificantes (Haddrill
et al., 2008), esclarecer patrones de especiacion mediante el anéilisis de genes
ort6logos (Gabaldéon & Koonin, 2013) y estudiar los cambios en la arquitectura
genomica (Sheffer et al., 2021). La exploracion del funcionamiento de regiones
genoémicas ha ocasionado que las investigaciones evolutivas se realicen con una
precision més alta. Esto se ve reflejado en distintos campos de la biologia, como en una
mayor exactitud en la clasificacion de especies y en un entendimiento mas completo
del funcionamiento del acervo genético de los organismos frente a distintas
condiciones ambientales (Van Straalen y Roelofs, 2011).

Del mismo modo, el estudio del genoma es una herramienta invaluable para la
comprension de los procesos ecologicos de una especie. Por ejemplo, en los peces
espinosos (Gasterosteus aculeatus), a partir de un genoma ensamblado, se
identificaron regiones genéticas que se asocian a la adaptacion ocurrida en la
transicion de aguas marinas a epicontinentales (Jones et al., 2012). También, el
genoma del cladocero Daphnia ha sido utilizado para relacionar caracteristicas
ecologicas y fisiologicas con andlisis de expresion gendmica, con la finalidad de
entender los mecanismos adaptativos que han moldeado su evolucion (Ebert, 2011).

1.3 Genoma mitocondrial

La funcién llevada a cabo por la mitocondria no solo se limita a la capacidad de
producir ATP, sino que abarca una intrincada dinamica de cascadas de sefializacion
(McBride & Neuspiel, 2006). La complejidad de su sistema de membranas y la
interaccion de los elementos mitocondriales con la fisiologia y el metabolismo, ha
generado interés en el estudio de este organelo no solamente en las ciencias biologicas,
sino que también dentro del campo de la medicina (Kalyanaraman et al., 2018). Una
de las caracteristicas que mas destacan de este organelo es que, al originarse de un
endosimbionte, cuenta con su propio genoma, el cual consiste principalmente en genes
involucrados en el proceso de fosforilacién oxidativa (Chinnery & Hudson, 2013).



El genoma de la mitocondria es una molécula de ADN circular de doble cadena,
generalmente contiene un total de 37 genes, entre ellos, 22 ARN de transferencia, 2
ARN ribosomales y 13 genes codificantes de proteinas (CDS). Estos CDS corresponden
al citocromo B, tres subunidades del citocromo C oxidasa (COX 1-3), dos subunidades
del complejo ATPasa (ATP6 y ATP8) y siete subunidades de NADH deshidrogenasa
(NAD 1-6, 4L; Wolstenholme, 1992). Los ARN de transferencia se caracterizan por ser
moléculas pequenas y en algunos casos se ha reportado superposicion de estos genes
(Taanman, 1999). El mitogenoma no contiene intrones a excepcion de la regiéon
control, la cual se compone de elementos repetidos y contiene el origen de la
replicacion del mitogenoma. También, existen cambios en el cédigo genético, lo que
significa que en algunas especies hay una reasignacion o alteracion de codones (Smith
& Keeling, 2015).

La arquitectura del ADN mitocondrial se define como el orden del conjunto de
regiones codificantes, tomando en cuenta el contenido y la posicion de los genes.
Aunque la cantidad de genes se mantiene constante en distintas especies, se ha
observado que algunas copias de CDS y/o ARNt se pueden perder (Gissi et al., 2008).
También, se reconoce la existencia de cuatro eventos de reordenamiento comunes
dentro del mitogenoma, entre ellos se encuentran: inversion, transposicion,
transposicion inversa y TDRL (Figura 1). Este tltimo evento (TDRL) es de los mas
considerables en la evolucion de la arquitectura genémica, de éste se pueden derivar
los otros eventos de reordenamiento e implica una duplicacién de una region completa
del genoma (Bernt et al., 2011).
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Figura 1. Eventos de reordenamiento, de izquierda a derecha: inversion,
transposicion, transposicion inversa y TDRL (duplicaciéon en tdndem seguida de
pérdida al azar (tandem duplication and random loss). Imagen tomada de Bernt et
al., 2013)

El genoma mitocondrial presenta caracteristicas inicas, como una gran cantidad de
mitocondrias por célula, su naturaleza homoplasmatica, la herencia por linea materna,
un tamano de genoma corto (~16 Kpb) y la ausencia de recombinacién (Wilson et al.,
1985). Esto ha facilitado la investigacion de caracteristicas genémicas estructurales,
como la variacién en el tamano del genoma, cambios en la arquitectura genética, tasas
de sustitucion, secuencias no codificantes y estructuras secundarias de ARN (Gissi et
al., 2008).

Es asi, que el ADN de este organelo se ha utilizado de manera habitual para explorar
procesos biologicos. Por ejemplo, la informacion obtenida del mitogenoma ha revelado



eventos evolutivos importantes en metazoos, como que la multicelularidad y
bilateralidad han ido acompafiados de transiciones en la arquitectura gendémica,
pérdida de genes mitocondriales (Lavrov, 2007) y pérdida parcial o total de ARNt
(Salinas-Giegé et al., 2015). Ademas de esto, se ha usado para esclarecer relaciones
filogenéticas, como en el proyecto de codigo de barras de la vida, el cual emplea un
fragmento del gen COX1 como herramienta sistematica (Hebert et al., 2003).

Con el desarrollo acelerado de las tecnologias de NGS, se ha hecho cada vez méas simple
y rutinaria la obtencidén y el analisis de genomas mitocondriales completos (Tang et
al., 2014). Esto mismo ha facilitado el uso de distintos genes mitocondriales (ademas
de nucleares) para realizar analisis filogenémicos. En algunas ocasiones, utilizar
distintos genes es un procedimiento que puede generar una mayor confianza
estadistica en comparacion con métodos tradicionales de un solo gen (Lambert et al.,
2015), reflejando con mayor precision las relaciones ancestro-descendiente de las
especies (Havird & Santos, 2014; Brito & Edwards, 2009). A su vez, establecer
filogenias que presenten una robustez estadistica mas alta, puede ayudarnos a estimar
el tiempo de divergencia entre linajes, efectuar la reconstruccion de estados
ancestrales de rasgos particulares y conocer patrones de diversificacion y especiacion,
en conjunto con la biogeografia de las especies (Young & Gillung, 2020).

Ademas de esto, se ha estudiado la asociacidn entre el genoma mitocondrial y nuclear,
ya que muchos de los productos de la mitocondria se encuentran codificados en el ADN
del nucleo (Hill, 2015). Esto podria esclarecer patrones de especiacion, puesto que se
ha observado que las disrupciones de las interacciones mitonucleares pueden tener un
efecto significativo en la eficacia de los hibridos de especies con divergencia elevada en
genes mitocondriales (Healy & Burton, 2020).

1.4 La subclase Copepoda

Los artropodos son uno de los grupos mas diversos del planeta y representan
aproximadamente un 80% de las especies descritas de animales (Zhang, 2011). El
interés sobre la evolucion de este grupo se ha visto reflejado en iniciativas como la
“Sequencing Five Thousand Arthropod Genomes” (I5K), la cual a través de las
tecnologias NGS busca ensamblar y anotar genomas de artréopodos que abarquen la
mayoria de la diversidad existente y que actualmente suma ~500 genomas publicados
(I5K consortium, 2013; Poelchau et al., 2015). Aunque, dentro del filo se han descrito
familias genéticas con funcion biologica especifica, la mayoria de ellas alin tienen una
funcion desconocida, lo cual refleja vacios de conocimiento que se tiene sobre la
funcién a nivel molecular dentro del grupo (Thomas et al., 2020).

Dentro de los ambientes lacustres, la subclase Copepoda (Arthropoda: Hexanauplia)
es una de las mas abundantes (Wetzel, 1975), constituyendo entre el 50% - 75% de la
biomasa del zooplancton tanto en aguas marinas como continentales (Elias-Gutiérrez
et al., 2008). Actualmente, se tiene registro de un total de 11,139 especies de
copépodos (Walter & Boxshall, 2021) y, aunque los estudios relacionados a la ecologia



y fisiologia de esta subclase son abundantes, los recursos genémicos son escasos.
Ejemplo de ello es que al momento de escribir la presente tesis, la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) cuenta tinicamente con un
total de 12 genomas completos representativos de 12 especies de copépodos.

En anos recientes, el interés en esta subclase ha ido en aumento, lo cual se ve
evidenciado en investigaciones de indole gen6mico, proteémico y metabol6mico, las
cuales pretenden dilucidar la respuesta fisioldgica y ecoldgica a nivel molecular
(Amato & Carotenuto, 2018). Se ha identificado que las técnicas genémicas en muchas
ocasiones son complicadas de implementar en los copépodos debido a su variacion en
el tamano del genoma. Sin embargo, en los Gltimos anos se han producido esfuerzos
para solventar estos problemas, estableciendo metodologias que faciliten el ensamble
del genoma y el analisis de la subclase a través de la genémica de poblaciones (Choquet
et al., 2019). Esto ha ayudado a generar genomas con una calidad elevada como el del
copépodo Eurytemora affinis, con el cual se han podido identificar loci especificos
sobre los cuales la seleccion natural ha actuado durante los eventos de invasion de
ambientes continentales (Stern & Lee, 2020).

Por otra parte, el avance en la generaciéon de recursos gendémicos abre la posibilidad
de establecer relaciones filogenéticas a partir de distintos genes nucleares o
mitocondriales. Generalmente, en la subclase se han utilizado marcadores moleculares
tradicionales para establecer relaciones ancestro-descendiente (COX1 e ITS). No
obstante, existen diferentes problematicas asociadas a esto, por ejemplo, dificultades
metodolobgicas de extraccion de COX1 con respecto a la afinidad de oligonucleo6tidos
(Rocha et al., 2018), baja resoluciéon taxonémica empleando marcadores nucleares
(ITS; Caputa et al, 2017) y discordancia entre filogenias moleculares y morfolégicas
(Braga et al.,, 2017). Por lo cual, el emplear recursos genémicos puede ser una
alternativa en la resolucion de relaciones filogenéticas dentro del grupo.

La relevancia de expandir el repertorio genémico de esta subclase no solo recae en la
importancia ecoldgica que tiene este linaje, sino que también permitiria comprender
los procesos evolutivos a los que han estado sujetos. Por ejemplo, conocer las bases
genéticas de la adaptacion en los eventos repetidos de colonizaciéon de aguas
continentales, el mecanismo genético que subyace en la diapausa, comprender la
variaciéon del tamafio del genoma y resolver las relaciones filogenéticas de esta
subclase desde una perspectiva filogen6mica (Bron et al., 2011).

1.5 El copépodo Leptodiaptomus garciai

Dentro de la Cuenca Oriental, Puebla, existe una serie de lagos en los cuales habitan
copépodos del género Leptodiaptomus y que en anos recientes se han comenzado a
estudiar mediante tecnologias de NGS. Estas poblaciones exhiben diferencias
significativas en cuanto al tamano del genoma (Carreto-Romero, 2019), asi como una



fuerte estructura poblacional revelada por marcadores moleculares polimérficos
(SNPs; Urban-Olivares, 2019, Ortega Mayagoitia et al., 2022). Entre estos lagos, se
encuentra Alchichica, un lago tropical calido monomictico (Alcocer et al., 2000) que
cuenta con una gran cantidad de endemismos, entre ellos el copépodo calanoide
Leptodiaptomus garciai (Osorio-Tafall 1942). Las caracteristicas limnologicas tinicas
del lago han ocasionado que L. garciai presente adaptaciones que le permiten ser la
especie dominante de este sistema. Por ejemplo, la presencia de depredadores, la
incidencia de luz ultravioleta y los bajos recursos alimenticios han ocasionado que se
encuentre adaptado mediante rasgos como la capacidad de migracion vertical y tener
bajo requerimiento de alimento para mantener en equilibrio a su poblacién (Co; Ciros-
Pérez et al., 2015). Ademas, esta especie se encuentra adaptada a las condiciones
locales de salinidad del lago (9 g L) (Montiel-Martinez et al., 2008); también tiene
plasticidad fenotipica en el nimero de huevos, el esfuerzo reproductivo y el nimero de
nauplios debido a la disponibilidad de alimento y a la temperatura (Ortega-Mayagoitia
et al., 2018).

En conjunto, estas investigaciones han generado una descripcion bastante completa
de los rasgos con los que L. garciai enfrenta las condiciones particulares de su
ambiente. Estas caracteristicas ecoldgicas, en conjunto con la afinidad filogenética de
la especie (analizada con COX1) (Montiel-Martinez, 2008) y el tamafo de su genoma
(Carreto-Romero, 2019), la hacen candidata a una descripciéon detallada de su
genoma, lo cual podria establecer a esta especie como un modelo ecol6gico-evolutivo.
La propuesta de este proyecto es generar el primer ensamble y anotaciéon del
mitogenoma de L. garciati, el cual puede ser utilizado para explorar regiones genéticas
de interés, patrones evolutivos y esclarecer relaciones filogenéticas. Cabe destacar que
este seria uno de los primeros ensambles de un mitogenoma de copépodo lacustre y a
su vez el segundo genoma de la familia Diaptomidae, que es de las més diversas en
ambientes epicontinentales (Boxshall & Defaye, 2007).



2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Ensamblar y anotar el genoma mitocondrial de Leptodiaptomus garciai para inferir
sus patrones de evolucion dentro de la subclase Copepoda.

2.2 Objetivos particulares

1. Realizar una descripcion del mitogenoma de L. garciai.

2. Comparar la evolucién del mitogenoma de L. garciai a nivel nucleotidico y
sinténico utilizando informacion genémica de bases de datos publicas.

3. Estimar las relaciones ancestro-descendiente de L. garciai utilizando
informacion genémica.

3. Metodologia

3.1 Zona de estudio

La Cuenca Oriental, en el estado de Puebla, se encuentra ubicada en la parte oriente
del Eje Neovolcanico, es una estructura endorreica delimitada por las coordenadas 18°
48 a 19° 43’ de latitud norte y 97° 09’a 97° 03’ de longitud oeste, abarcando una
superficie aproximada de 5,250 km2 en los estados de Puebla, Tlaxcala y Veracruz
(Can-Chulim 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 maar, entre ellos Alchichica. Alchichica es un lago calido monomictico
que presenta una temporada de mezcla en los meses de enero - mayo y estratificacion
en los meses de junio — diciembre (Lugo et al.,, 1999). Este lago es oligotrofico,
endorreico y con profundidad méaxima de 62 m, salinidad de 9 g L* y con una
prevalencia de los iones CI-Na (Armienta et al., 2008).

3.2 Caracteristicas ecoldgicas de L. garciai

El ciclo de vida de los copépodos comprende una etapa larval con seis estadios de
nauplio, seguido de seis estadios juveniles denominados copepoditos; el tltimo de
ellos es la forma adulta. El dimorfismo sexual se hace evidente a partir de la forma
adulta, siendo los machos generalmente méas pequenos y delgados que las hembras. L.
garciai es un copépodo calanoide perteneciente a la familia Diaptomidae y es la
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especie de zooplancton dominante del lago Alchichica. La coloracién de su cuerpo es
blanquecino-transparente, la talla de los adultos macho es de 906 + 49 um y de
hembras de 1001 + 53 um. El tamano de puesta es variable a lo largo del afo, el
promedio mas bajo es de 2.1 + 0.5 um (mayo) y el mas alto de 9.3 + 2.0 um (diciembre;
Hernandez-Martinez, 2014). La migracion vertical de los copepoditos C4, C5 y adultos
de L. garciai a través de la columna de agua podria evitar la depredacion ante el pez
planctivoro Poblana alchichica (Atheriniformes) (Ciros-Pérez et al., 2015). Se ha
observado una correlacion positiva (p<0.05) entre la cantidad de comida y el esfuerzo
reproductivo (R2 = 0.57), el nimero de huevos (R2 = 0.64) y el nimero de nauplios por
hembra (R2 = 0.66). Y una correlacién negativa (p < 0.001) entre la temperatura y la
talla de las hembras (R2 = -0.94; Ortega-Mayagoitia et al., 2018).

3.3 Obtencion de organismos, extraccion de ADN vy
secuenciacion

La colecta del copépodo L. garciai se realizé el 23 de febrero del 2020 en el lago
Alchichica mediante una red de arrastre con una malla de 100 um. Una vez en el
laboratorio, se aislaron aproximadamente 200 individuos adultos, machos y hembras,
lo cual corresponde a ~1,466 pg de biomasa seca calculado a partir de una regresiéon
talla - peso (Dumont et al., 1975). Con la finalidad de reducir la contribucién de
contenido intestinal y bacterias al extracto de ADN, se estableci6 un -cultivo
adicionando penicilina al 5%. El cultivo se efectué en matraces Erlenmeyer de 1 L a la
salinidad del lago (9 g L) preparada mediante sales comerciales (Instant Ocean®,
Aquarium Systems™) en agua electrodesionizada (Millipore©, Elix 5)y autoclavada.
Los organismos se mantuvieron con un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad a
temperatura constante (18° C), durante las 48 h previas a la extracciéon de ADN. Esta
se realizd mediante el kit DNeasy Blood and Tissue de Qiagen. Por ultimo, se utilizo el
fluorémetro Qubit para evaluar la concentracion y calidad del ADN (150 ng/ul: QC

>1.8).

Posterior a esto se envido el ADN al Centro de Genémica en la Universidad de
Minnesota (UMGC por sus siglas en inglés, https://genomics.umn.edu). En donde se
realizo la preparacion de bibliotecas tinicas de doble indice (UDI) mediante el kit ADN
TruSeq Nano de Illumina y la secuenciacién de un solo carril en un equipo de la serie
NovaSeq SP a 2 x 150 bp. La cobertura de los datos genémicos se calcul6 a partir de la
ecuacion de Lander/Waterman (1988) (ecuacion 1) a partir del tamafno de genoma
conocido de L. garciai (Carreto-Romero, 2019).

Ecuacion 1. C = Cobertura; L = Longitud del read; N = Namero de secuencias; G =
Tamano del genoma haploide; donde L=151, N= 111,814,448 y G =0.4 pg = 391 Mpb.
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3.4 Analisis Bioinformatico

El analisis de las secuencias comenzo con dos archivos pareados en formato FASTA, el
procedimiento informatico se realizO en un entorno UNIX, con software de
distribucion libre y recursos informaticos en linea.

3.4.1 Limpieza de secuencias

La evaluacion de calidad de las secuencias se realiz6 mediante FastQC (Andrews,
2010), realizando por separado la limpieza por calidad por medio de Trimmomatic
(Bolger et al., 2014) y AdapterRemoval (Schubert et al., 2016). Por medio de FastQ
Screen (Wingett & Andrews, 2018) se identificaron genomas contaminantes mediante
el mapeo de las secuencias de L. garciai contra el genoma de Scenedesmus sp.
(GCA_014905635.1), Tetraselmis striata (GCA_006384855.1), Escherichia coli
(GCA_000005845.2), Cyclotella cryptica (GCA_013187285.1), Brachionus plicatilis
(GCA_010279815.1) y Homo sapiens. Se utilizaron los genomas de Scenedesmus y
Tetraselmis debido a que son del mismo género que las especies de microalgas que se
utilizan como alimento para el cultivo de copépodos en nuestro laboratorio, Cyclotella
por ser del mismo género que la especie dominante del fitoplancton del lago Alchicica
(C. alchichicana), E. coliy H. sapiens para descartar la contaminacion producida en la
manipulacion de las muestras.

Para limpiar las secuencias de los contaminantes identificados en cada set de datos
(Trimmomatic y AdapterRemoval) se emple6 Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012).
Seguido de esto, se descarg6 la base de datos Kraken2 (Wood et al., 2019) para realizar
una limpieza general contra bibliotecas de bacteria y protista. Por altimo, para verificar
que no existieran rastros de contaminacion, se aline6 el ensamble a través de la
herramienta BLAST contra la base de datos del NCBI (Megablast),

3.4.2 Armado y anotacion del genoma mitocondrial

El ensamble del mitogenoma se realiz6 a partir de las secuencias de L. garciai sin
contaminantes obtenidas a partir de Trimmomatic. Para recuperar lecturas exclusivas
de ADN mitocondrial se utiliz6 BWA para mapear las secuencias de 6 genomas
mitocondriales de copépodos depositados en el NCBI contra el set completo de
secuencias de L. garciai. Los copépodos utilizados en el mapeo fueron: Lernaea
cyprinacea (KM235194.1), Phyllodiaptomus tunguidus (MN927223.1), Calanus
hyperboreus (JX678968.1), Sinergasilus polycolpus (NC_028085.1), Sinergasilus
undulatus (NC_054173.1) y Amphiascoides atopus (NC_023783.1). Para efectuar el
ensamble del mitogenoma se uso el programa Unicycler (Wick et al., 2017), generando
la anotacion genética mediante MitoZ (Meng et al., 2019) y Mitos Web Server (MWS;
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Bernt et al., 2013). De manera adicional, se realiz6 la validacion de los ARNt mediante
el servidor tRNAscan-SE (Chan et al., 2021) y la reconstruccion de la estructura
terciaria del ARN ribosomal mediante RNAfold-web server (Lorenz et al. 2011) (Figura
2).

Leptodiaptomus
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Figura 2. Flujo de trabajo del ensamble y anotacion del mitogenoma de L. garciai
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3.5 Analisis evolutivos

Los analisis evolutivos a nivel mitocondrial se llevaron a cabo utilizando la anotacién
de L. garciai proveniente de MitoZ (ver seccion anterior), anadiendo los siguientes
mitogenomas depositados en el NCBI: C. glacialis (MG001883.1) Paracyclopina nana
(EU877959.1), Pandarus rhincodonicus (HG942363.1), Tigriopus kingsejongensis
(MK598762.1) y Tigriopus californicus (DQ917374.1). En conjunto, los 11
mitogenomas se utilizaron para vislumbrar patrones evolutivos en tres niveles de
resolucion: nucleotidico, sinténico y filogenémico.

Cabe resaltar que algunos anélisis no fueron llevados a cabo con todos los genomas
previamente mencionados, debido a que algunas secuencias depositadas dentro del
NCBI se encontraban incompletas o presentaban algin error en la anotacién genética.

3.5.1 Divergencia nucleotidica

Para conocer la divergencia a nivel nucleotidico entre el mitogenoma de L. garciai y
las especies de copépodos mencionadas anteriormente, se realiz6 un analisis de
distancia-p mediante MEGA X con la anotacién de los 13 genes codificantes de
proteinas (CDS) transformados en aminoacidos.

En seguida, procedi6 al alineamiento de las secuencias mitocondriales en codones
mediante MEGA X por medio de ClustalW. Mediante comparaciones pareadas de L.
garciai contra los copépodos mencionados anteriormente, se estim6 la tasa de
sustituciones sinonimas por sitio sinébnimo (Ks), sustituciones no sinénimas por sitio
no sinénimo (Ka) y la tasa de sustitucion nucleotidica (Ka/Ks o w; Kryazhimskiy &
Plotkin, 2008; Nei & Gojobori, 1986) a través de DNAsp (Rozas et al., 2017). El analisis
de sustitucion nucleotidica (w) se realiz6 utilizando un archivo concatenado de 11 CDS
y, también, sobre cada gen de manera independiente, usando el codigo genético de
ADN mitocondrial de Drosophila. De este anélisis se excluyeron los genes NAD4L-
ubiquinone oxidoreductase chain 4L (NAD4L) y Mitochondially Encoded ATP
Synthase Membrane Subunit 8 (ATP8) debido a la variacién en la longitud de las
secuencias.

Un valor de > 1 nos indica una mayor cantidad de mutaciones no sinénimas dentro
de una region genética, lo cual puede tomarse como un sitio que putativamente esta
bajo seleccion natural divergente, w = 1 nos indica un escenario de evolucion neutral y
® < 1 un escenario de evolucidon balanceadora o purificadora.

14



3.5.2 Arquitectura del ADN mitocondrial

La arquitectura del genoma mitocondrial de L. garciai se analiz6 mediante la
comparacion de la sintenia utilizando los 13 CDS de todos los genomas mitocondriales
de copépodos mencionados anteriormente. Mediante Simple Synteny (Veltri et al.,
2016) se realiz6 una comparacion visual de los eventos de reordenamiento genético y
seguido de esto, se uso6 el servidor CREx (Bernt et al., 2007) para conocer las distancias
de reordenamiento mitocondrial, asi como los posibles escenarios evolutivos que
tuvieron lugar para generar el ordenamiento actual de los genomas mitocondriales.

3.5.3 Analisis filogenético

Para inferir las relaciones ancestro-descendiente, se hizo un analisis filogenético
mediante la concatenaciéon de distintos CDS de L. garciai en conjunto con la
informacion de los mitogenomas de copépodos mencionados en la secciéon 3.5. Como
grupo externo se utilizo el cladécero Daphnia similis (NC044415.1) por ser la especie
filogenéticamente mas cercana con recursos genéticos comparables disponibles. Para
el analisis se utilizaron los siguientes genes: Nicotinamida adenina dinucle6tido
subunidades 1 a 6 (NAD1, NAD2, NAD3, NAD4, NAD4L, NAD5 y NAD6), Citocromo b
(CYTB), Citocromo c oxidasa subunidades 1 a 3 (COX1, COX2, COX3), ATP6 y ATPS.

En primer lugar, se realizd el alineamiento de aminoacidos mediante MEGA X por
medio de CLUSTALW. A continuacion, se realiz6 la concatenacién de genes siguiendo
tres combinaciones: A) COX 1, 2y 3 (1,196 posiciones de aminoacidos); B) COX 1, 2, 3
y CYTB (1,321 posiciones de aminoacidos); C) los 13 CDS (2,677 posiciones de
aminoacidos). Las primeras dos combinaciones se seleccionaron a partir de la
informacion obtenida en el analisis de sustituciéon nucleotidica (w), en donde se
identificaron genes bajo seleccion purificadora (w < 1). Para cada una de las
combinaciones se obtuvo el mejor modelo evolutivo mediante MEGA X, eligiendo el
modelo con el menor puntaje de BIC (Bayesian Information Criterion). Por dltimo, se
realizaron dos analisis filogenéticos con cada combinacion de genes, utilizando
maxima verosimilitud (MV) e inferencia bayesiana (IB).

El anélisis de MV se efectué en MEGA X empleando un valor de bootstrap de 5,000
repeticiones con el modelo de sustitucion LG (Le & Gascuel, 2008) + F y una
distribucion gamma (+G) de cinco categorias. El analisis de IB se llevo a cabo con
BEAST v1.10.4, en el que se us6 el modelo de sustitucion LG + G de 5 categorias y con
un valor de MCMC de 3,000,000 generaciones. Mediante Tracer v1.7.2 se evalu6 el
tamano efectivo de muestreo (ESS > 2,000) para cada conjunto de datos y se visualizo
el arbol filogenético utilizando TreeAnnotator v1.10.4 y FigTree v1.4.4.
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Finalmente, se estim6 el tamafno ancestral del mitogenoma a partir del paquete de
phytools (Revell, 2012) en R, con un intervalo de confianza del 95%. En este analisis se
utilizo la topologia de la filogenia con mayor soporte estadistico.

3.6 Genoma nuclear

Por altimo, se utilizaron los datos provenientes de la seccién 3.4.1 para intentar hacer
un ensamble del genoma nuclear de L. garciai. Se utilizaron los datos provenientes de
Trimmomatic y AdapterRemoval. En cada caso, se probaron dos vias de armado, una
por ensamble de novo y otra por ensamble con referencia. No fue posible la obtenciéon
de un ensamble con una calidad e integridad adecuada, sin embargo, se gener6 un set
de datos limpio de contaminantes. El procedimiento de ensamblado y los resultados
obtenidos se pueden encontrar en la seccién de anexos (8.1). Estos recursos pueden ser
empleados en el futuro para construir un borrador del genoma completo, en conjunto
con otra tecnologia de secuenciacion.

4. Resultados

4.1 Descripcion y limpieza de datos

La informaciéon genomica proveniente de la UMGC consisti6 en dos archivos de
lecturas pareadas con una longitud de 151 pb. Cada archivo contiene 111,814,448
secuencias, con un porcentaje de GC del 45% y una cobertura de 43X. La mejor calidad
de lecturas, evaluadas a través de la calidad phred > 33 y el %GC (Anexo A) se obtuvo
con AdapterRemoval, sin embargo, de las secuencias iniciales para cada archivo solo
quedaron 57,582,255 secuencias. En comparacion, con Trimmomatic, se obtuvo una
calidad mas baja, pero con un total de 96,131,935 secuencias. En la Tabla 1 se muestran
los resultados de la limpieza de las lecturas mediante estos dos programas.

Tabla 1. Comparacion de secuencias resultantes con AdapterRemoval y
Trimmomatic.

Secuencias Cobertura
Archivos crudos 111,814,448 43X
AdapterRemoval 57,582,255 22X
Trimmomatic 96,131,035 36X

16



Para cada lectura, el programa FastQ Screen detect6 un porcentaje bajo de secuencias
contaminantes (Anexo B). Del mismo modo, la limpieza por medio de Kraken2 indico
que el 99.15% de secuencias (95,188,418 pb) no fueron catalogadas dentro de la base
de datos de este programa, lo que corresponden a 816,037 secuencias contaminantes;
en el Anexo C se muestra el origen de la contaminacién identificada.

4.2 Ensamblado y anotaciéon

Mediante el ensamblador Unicycler se obtuvo el genoma mitocondrial de novo de L.
garciai, el cual se encuentra contenido en un solo contig circularizado con longitud de
14,654 pb. En la Tabla 2 se muestra la comparacion de la anotacion llevada a cabo
mediante MitoZ y Mitos Web Server (MWS); los dos programas recuperaron la misma
cantidad de CDS, con diferencias en cuanto al nimero de ARNt y ARNT.

Tabla 2. Comparacion de genes anotados

Programa Proteinas | ARN | ARN
t r
MitoZ 13 19 2
Mitos Web Server 13 22 1

Dado que los analisis evolutivos se realizaron a partir de los 13 CDS, y que no hubo
diferencias en la anotacion de estos genes a través de los dos programas, se eligio
utilizar la anotaci6on de MitoZ a lo largo de este trabajo. En la Figura 3 se muestra la
representacion grafica circular del mitogenoma y en la Figura 4 la representacion
lineal. Entre los CDS anotados, se encuentran siete genes codificados en la cadena (+)
y seis en la cadena (-), dos ARNr codificados en la cadena (-), siete ARNts codificados
en la cadena (+) y doce en la cadena (-). En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas
de los CDS anotados y en la Tabla 4 la de los ARNt y ARNT.

En comparaciéon con MitoZ, el servidor MWS realiz6 la anotacién completa de los
ARNT, ARNt y la estructura secundaria de los mismos (Anexo D, E F y G); sin embargo,
la validaciéon por medio de tRNAscan-SE solo detect6é 13 ARNt (Anexo H, Iy J). Esto
se puede deber a que algunos ARNt alin podrian estar fragmentados o no cuentan con
el valor estadistico necesario para que se identifiquen como secuencias validas a través
de este servidor. Asimismo, dentro del mitogenoma, se identificO una region
intergénica tnica, sin embargo esta region varia segin el programa; MitoZ la identifica
en la posicion 10,051 - 11,911 pb mientras que MWS la muestra entre 9,962 - 11,043 pb.
Posiblemente esta zona sea la regién de control del mitogenoma, esto debido a que en
la mayoria de las especies, esta region se encuentra ubicada en la seccién tnica no-
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codificante del mitogenoma y puede ser un area de oportunidad para futuros analisis
evolutivos (Shadel & Clayton, 1997; Zhang & Hewitt, 1997).
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Figura 3. Representacion circular del mitogenoma de Leptodiaptomus garciai. Las
barras interiores (azules) representan el contenido de GC, las exteriores (grises)
muestran la cobertura de las lecturas (en verde fosforescente se muestran las regiones
con mayor cobertura), los CDS se encuentran representados en color azul-verde, los
ARN ribosomales en color naranja y los ARN de transferencia en color rojo. La figura

fue generada mediante el software MitoZ.
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Figura 4. Representacion lineal de los 13 genes mitocondriales codificantes de
proteinas de L. garciai; se muestra la posible regiéon intergénica ubicada entre las
posiciones 10 051 y 11 911. La figura fue generada mediante el recurso en linea Simple

Synteny.

Tabla 3. Descripcién de la ubicacion y tamafio de los CDS anotados en el mitogenoma
de L. garciai.

Gen Inicio de la Fin de la Longitud | Cadena
secuencia secuencia (pb)
NAD1 2 540 539 -
NAD4L 728 944 217 +
NAD4 1,010 2,201 1,282 +
NAD3 2,330 2,681 352 +
CYTB 2,740 3,874 1,135 +
COX2 3,935 4,626 692 +
NAD6 4,816 5,284 469 +
NAD2 5,402 6,270 869 +
COX1 6,572 8,123 1,552 -
COX3 8,125 8,917 703 -
ATP6 8,977 9,685 709 -
ATPS8 9,750 9,843 94 -
NADj5 12,077 13,608 1,622 -

19



Tabla 4. Descripcién de la ubicacién y tamafio de los ARN de transferencia y
ribosomales anotados en el mitogenoma de L. garciai.

Gen Inicio de la Fin de la Longitud | Cadena
secuencia secuencia (pb)
ARN-Leu 939 1,001 63 +
ARN-Tyr 2,680 2,739 60 +
ARN-His 3,874 3,933 60 +
ARN-Phe 4,635 4,696 62 +
ARN-Ser 4,759 4,817 59 +
ARN-Asp 5,282 5,344 63 +
ARN-Ala 6,372 6,433 62 +
ARN-GIn 6,502 6,569 68 -
ARN-Val 9,843 9,906 63 -
ARN-Lys 9,903 0,063 61 -
ARN-Trp 11,043 11,105 63 -
ARN-Leu 11,752 11,815 64 -
ARN-Met 11,815 11,876 62 -
ARN-Thr 11,876 11,033 58 -
ARN-Ile 11,952 12,013 62 -
ARN-Glu 13,701 13,764 64 -
ARN-Arg 13,772 13,829 58 -
ARN-Asn 13,832 13,894 63 -
ARN-Cys 14,217 14,277 61 -
ARNr-16S 9,893 11,240 1348 -
ARNr-12S 11,105 11,836 732 -
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4.3 Analisis evolutivos

4.3.1 Caracteristicas del mitogenoma en Copepoda

Aunque el tamafio del mitogenoma de L. garciai (14,654 pb) es similar al de las demés
especies de copépodos (14,000 - 18,000 pb), se puede observar una gran variacion
cuando se compara con el grupo de especies filogenéticamente mas cercanas de
Calanoida; en contraste con C. glacialis (27,342) y C. finmarchicus (>29,462) que
tienen el mitogenoma mas grande reportado dentro de la subclase (Weydmann et al,
2017; Figura 5). En la Tabla 5 se presenta una comparaciéon de las caracteristicas
principales del mitogenoma de L. garciai y de los mitogenomas de copépodos
disponibles en el NCBI. Por otra parte, se observa una variacion en el contenido de GC,
abarcando un rango de 30% a 46%. Cabe mencionar que el genoma de C. finmarchicus
no se encuentra disponible dentro del NCBI, por lo tanto, no fue posible utilizarlo en

los analisis evolutivos posteriores.
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Figura 5. Comparacion del tamano de mitogenomas de algunas especies de

Copepoda. La figura fue generada mediante el software R studio.
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Tabla 5. Comparacion de genes anotados (MitoZ) de L. garciai y otros mitogenomas
de copépodos disponibles en el NCBI.

Especie Familia/Orden | Tamaio %GC | Longitud | CDS | ARNr | ARNt | Total
del de la region de
ensamblad intergénica genes
0

L. garciai Diaptomidae/ 14,654 pb | 31.9 1860 pb 13 2 19 34
Calanoida

P. tunguidus Diaptomidae/ 16,442 pb | 30.6 na 13 2 22 37
Calanoida

C. Calanidae/ 17,910 pb | 33.7 3496 pb 13 2 22 37

hyperboreus | Calanoida

C. glacialis Calanidae/ 27,342 pb 40 na 11 2 18 31
Calanoida

C. Calanidae/ 20,462 na na na na na na

finmarchicus | Calanoida

T. californicus | Harpacticidae/ | 14,578 pb | 38.5 na 13 2 22 37
Harpacticoida

T. Harpacticidae/ | 14,940 pb | 46.2 879 pb 13 2 22 37

kingsejongensis | Harpacticoida

A. atopus Miraciidae/ 13,831 pb | 35.9 na 13 2 22 35
Harpacticoida

P. Pandaridae/ 14,480 pb | 38.6 na 12 2 22 36

rhincodonicus | Siphonostomat
oida

L. cyprinacea | Lernaeidae/ 14,656 pb | 29.3 446 pb 13 2 22 37
Cyclopoida

P. nana Cyclopettidae/ | 15,981 pb | 29.2 2350 pb 12 2 23 37
Cyclopoida

S. undulatus Ergasilidae/ 14,239 pb | 29.6 na 13 2 22 37
Cyclopoida

S. polycolpus | Ergasilidae/ 14,000 pb | 28.6 155 pb 13 2 22 37
Cyclopoida
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4.3.2 Distancia evolutiva y divergencia nucleotidica

Mediante el anélisis de distancia-p, considerando un concatenado de 11 CDS, se
encontr6 que la divergencia mas elevada (0.531) es entre T. californicus y L.
cyprinacea, mientras que, la menor (0.145) fue entre C. glacialis y C. hyperboreus
(Anexo K). En cuanto a la divergencia de L. garciai, la méas elevada (0.517) fue con P.
rhincodonicus y la menor (0.304) con P. tunguidus. En la Figura 6 se muestra la
distancia evolutiva entre pares de especies, en donde se destaca la afinidad filogenética
de las especies de copépodos. En la Figura 7 se contrasta la distancia evolutiva entre L.
garciai y especies de los Ordenes cercanos (P. tunguidus y C. glacialis) y lejanos (P.
nana y P. rhincodonicus).

L. garciai - Distancia-p

l 0.531

P. tunguidus

Calanoida C. hyperboreus

C. glacialis

S. undulatus

Cyclopoida

P. nana

L. cyprinacea

Harpacticoida

Sl el R P rhincodonicus

C. glacialis
P. nana
A. atopus

= w
=] 3
S B
\."s
S
4 3

al

C. hyperboreus

S. polycolpus

S. undulatus

L. cyprinacea

T. californicus

T. kingsejongensis
P. rhincodonicus -

Figura 6. Matriz de distancia-p entre mitogenomas representada a través de un mapa
de calor, en donde los valores mas claros representan una distancia mas cercanaa Oy
colores fuertes una escala cercana al valor maximo de 0.531. Del lado izquierdo se
muestran los Ordenes a los que pertenecen las especies. La figura fue generada
mediante el recurso en linea Heatmapper.
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Figura 7. Comparacion del nimero de polimorfismos intragénicos entre especies. L.
garciai (Lg), P. tunguidus (Pt), C. hyperboreus (Ch), P. nana (Pn), P. rhincodonicus
(Pr). La figura fue generada mediante el software R studio.

A continuacion, se presenta la divergencia de acuerdo con la tasa Ka/Ks entre L.
garciai y las especies de copépodos de comparacion. El concatenado de los 11 CDS
abarco un total de 10,325 pb, lo cual corresponde al 70% del mitogenoma de L. garciai.
El analisis individual de cada uno de los 11 CDS disponibles se muestra en la Figura 8
y un promedio de este valor se muestra en la Tabla 6. Los genes que presentaron una
mayor tasa de sustitucion fueron NAD3 y ATP6, mientras que los genes que presentan
la tasa més baja son los del complejo de COX (Anexo L). Las especies que tienen la tasa
mas elevada de Ka/Ks (>1) comparado con L. garciai son S. undulatus (NAD1, NAD2,
NAD3, ATP6), S. polycolpus (NAD1, NAD6, ATP6), P. nana (NAD2, NAD5, CYTB;
Anexo L), A. atopus (NAD3, NAD4, ATP6) y L. cyprinacea (NAD3, NAD5, ATP6);
todos ellos pertenecientes a los érdenes Cyclopoida y Harpacticoida.
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Figura 8. Comparacion de la tasa de sustitucion Ka/Ks de 11 genes entre L. garciai y
otras especies de copépodos.

Tabla 6. Promedio de la tasa de sustitucion Ka/Ks por gen.

COX1 [ COX2 | COX3 | NAD1 [ NAD2 [ NAD3 [ NAD4 | NAD5 | NAD6 | CYTB | ATP6
0.065 | 0.434 | 0.177 |[0.726 | 0.927 |1.191 |0.631 |0.640 |[0.719 [0.570 |1.178
+ + + + + + + + + + +

0.035 | 0.356 | 0.177 |[0.770 | 0.680 | 0.973 |0.494 |0.398 [0.404 |0.455 |1.051

4.3.3 Arquitectura del ADN mitocondrial

La comparacion entre la arquitectura mitocondrial de los CDS en copépodos mostro
un alto grado de reordenamiento. En la Figura 9 se hace una representacion
comparada del mitogenoma de nueve especies, resaltando exclusivamente los CDS.
Destacan los cambios de posicion y de orientacion de los genes, esto es, un cambio de
posicion de una cadena a otra (+ y -) y/o en el sentido de lectura. En este trabajo se
excluyeron analisis involucrando regiones de ARN debido a que su anotacion (ARNt y
ARNTr) no fue consistente (Tabla 2) en L. garciai.

En la Figura 10 se muestra una matriz de acuerdo con el reordenamiento calculado en
CREx (Anexo M), donde el valor mas alto (150) indica un ordenamiento de genes
idéntico entre especies, mientras que los valores descendentes indican una menor
similitud entre los mitogenomas. Las especies con un ordenamiento mitogenémico
mas parecido a L. garciai son P. tunguidus (94), C. hyperboreus (16) y T. californicus
(16). Del mismo modo, se obtuvieron los posibles escenarios evolutivos que permiten
explicar la sintenia de L. garciai a partir de las demas especies (Tabla 7), donde se
observa que la especie que comparte una menor cantidad de eventos de
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reordenamiento con L. garciai es P. tunguidus. Aparte de este copépodo, todas las
comparaciones muestran escenarios de TDRL, los cuales sugieren multiples eventos
de duplicacion respecto a CDS.

Leptodiaptomus garciai

Phyllodiaptomus_tunguidus

1 1222 2889

Calanus_hyperboreus
Calanus hyperboreus

17910

Amphiascoides atopus

Sinergasilus polycolpus

Sinergasilus undulatus

Paracyclopina nana

Lernaea cyprinacea

Pandarus_rhincodonicus = \
COX7 NADIL [l; > NADZ COX3 COX2

NADI cYT8 NADS ATP6 NAD2 NADS A
1 4173 5673 6708 7009 14480

Pandarus rhincodonicus

Figura 9. Comparacion de la representacion lineal de los CDS en el mitogenoma de
algunos copépodos. El mitogenoma comienza arbitrariamente con el gen NAD1 y las
flechas indican un cambio en la orientaciéon (inversiéon o transversion) de genes. La
figura fue generada mediante Simple Synteny.
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Intervalos comunes

L. garciai
150
P. tunguidus
Calanoida 75
C. hyperboreus- o

S. undulatus-

P. nana-

Cyclopoida

L. cyprinacea-

A. atopus -

Harpacticoida T. californicus -

T. kingsejongensis-

Siphonostomatoida S L IILL TR

L. garciai-

P. tunguidus-

C. hyperboreus-

S. undulatus-

P. nana-

L. cyprinacea-

A. atopus-

T. californicus-

T. kingsejongensis-
P. rhincodonicus

Figura 10. Matriz de intervalos comunes obtenidos mediante el servidor CREx.
Mayor numero de intervalos comunes representan un ordenamiento genético
mitocondrial concordante mientras que valores bajos indican un ordenamiento
divergente. La figura fue generada mediante el recurso en linea Heatmapper.

Tabla 7. Eventos de reordenamiento genético entre L. garciai y otras especies de
copépodos, estimados mediante el servidor CREx. T: Transposicion, I: Inversion, TI:
Transposicién inversa, TDRL: Duplicaciéon en tdndem seguido de pérdida al azar.

L. garciai
P. tunguidus T,R
C. hyperboreus T, T1, I (2), TDR (2)
L. cyprinacea T (2),1(3), TDRL (2)
A. atopus T (2), TI, 1(3), TDRL (2)
P. nana I(2), TDRL (2)
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Tabla 7. Continuacion

L. garciai

P. rhincodonicus

I (2), TDRL (3)

S. undulatus

I(5), T (2), TDRL

T. californicus

T,1(2), TDRL (2)

T. kingsejongensis

I(2), T, TDRL

Por otra parte, comparando el ordenamiento de CDS en los mitogenomas de Copepoda,
se observo la presencia de una regién genética compartida en calanoides que
comprende los genes COX3/APT6/ATPS8 (Figura 11).

cox1

cox2 | atp8 | atp6 | cox3

nad3|nad5|nad4 | nad4L

nadé

cyth

nad1

nad2

Pancrus

tacea

cox1

cox3 | atp6 | atp8| nad5

nad1 Inad4l. nad4| nad3

cyth

cox2

nadé

nad2

Leptodiaptomus garciai

nad4L | atp8 | atpé | cox3

cox1 | nad2 | nad6 | cox2 | cytb | nad3|nad5|nad4| nad4L| nad1 |atp8| atp6 | cox3
Phyllodiaptomus tunguidus
cox1 nad4| cytb |nad3| nad2 | cox2 |nad5|nad1|nad6

Calanus hyperboreus

Figura 11. Ordenamiento mitocondrial de 13 CDS en Pancrustacea, L. garciai y 2
copépodos calanoides con informacion mitogenoémica disponible, se resalta el patron
compartido de los genes ATP8-ATP6-COX3.
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4.3.4 Anélisis filogen6émicos

Las relaciones filogenéticas de L. garciai se estimaron a partir de las tres
combinaciones de genes mencionadas en la seccion 3.5.3, utilizando un analisis de MV
(Figura 12, 14 y 16) e IB (Figura 13, 15 y 17). La posicién de L. garciai dentro de las
filogenias obtenidas concuerda con lo esperado de acuerdo con la afinidad taxon6mica
de las especies. L. garciai se encuentra en un clado en conjunto con P. tunguidus, C.
hyperboreusy C. glacialis, todos ellos pertenecientes al orden Calanoida. Sin embargo,
fuera de esta similitud, los métodos de MV y el de IB mostraron diferencias en cuanto
a las relaciones filogenéticas de las especies, donde los cambios principales en la
topologia de estos arboles involucran a las especies de los 6érdenes Harpacticoida y
Siphonostomatoida.

El soporte de los nodos de las filogenias de MV fue muy bajo. En ellas, se observa que
los arboles construidos mediante la combinaciéon Ay B (Figura 12 y 14) presentan una
topologia similar, en comparacién con la combinacién C (Figura 16). Por otro lado, los
arboles de IB (Figura 13, 15 y 17) tienen los valores de probabilidad posterior mas
elevados, en especial la combinacién C (Figura 17). Las tres combinaciones revelan una
topologia similar, en donde se observa a Calanoida y Cyclopoida como clados
hermanos, con la excepcién del copépodo ciclopoide L. cyprinacea. De igual modo, los
copépodos harpacticoides se encuentran distribuidos en dos ramas distintas, parecido
a las combinaciones A y B de las filogenias de MV.

En la Figura 18 se presenta la reconstruccion del estado ancestral del tamano del
mitogenoma en Copepoda. Se muestran los cambios ocurridos a través de la historia
evolutiva de estos 6rdenes, denotando en colores calidos las especies con un genoma
mas pequeno y en colores frios las especies con un genoma mas grande. Utilizando los
datos disponibles hasta el momento, se estima que el estado ancestral del tamafio del
genoma de la subclase Copepoda fue de 14,873 pb (nodo B). La mayoria de las especies
exhiben un tamaino de genoma mitocondrial conservado (~13,800 a ~18,000), con la
excepcion del nodo I, correspondiente al ancestro comun del orden Calanoida, cuyo
tamano de genoma experiment6 una expansion con respecto al nodo anterior (G). Los
linajes descendientes sufrieron procesos de contracciéon (familia Calanidae, nodo K) o
expansion (Diaptomidae, nodo L) en el tamafio del mitogenoma.
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Figura 12. Filograma de MV utilizando la combinaciéon de genes A (COX 1, 2y 3). Se
utiliz6 un modelo de sustituciéon LG + F + G, en los nodos se muestran los valores de
bootstrap. Como grupo externo se utilizé a D. similis. La figura se realizo mediante el

software Mega X.

Pandarus rhincodonicus

0.997 Tigriopus californicus
0.9998

Tigriopus kingsejongensis

Amphiascoides atopus
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Calanus glacialis
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Figura 13. Filograma de IB utilizando la combinacién de genes A (COX 1, 2y 3). Se
utilizd un modelo de sustitucion LG + G de 5 categorias utilizando un valor de MCMC
de 3,000,000 generaciones, en los nodos se muestran los valores de probabilidad
posterior. Como grupo externo se utilizo a D. similis. La figura se realizé mediante el
software TreeAnnotator y FigTree.

30



2E Leptodiaptomus garciai
P

100 hyllodiaptomus tunguidus

Calanus hyperboreus

100 Calanus glacialis
Amphiascoides atopus
24
| Lernaea cyprinacea
38 o
Paracyclopina nana
18 Pandarus rhincodonicus
78 Tigriopus californicus
100 — . . .
Tigriopus kingsejongensis
Sinergasilus polycolpus
100 Sinergasilus undulatus
Daphnia similis
0.10

Figura 14. Filograma de MV utilizando la combinacion de genes B (COX 1, 2, 3y CYTB).
Se utiliz6 un modelo de sustitucién LG + F + G, en los nodos se muestran los valores de
bootstrap. Como grupo externo se utilizé a D. similis. La figura se realizdo mediante el

software Mega X.
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Figura 15. Filograma de IB utilizando la combinacién de genes B (COX 1, 2, 3y CYTB).
Se utiliz6 un modelo de sustitucion LG + G de 5 categorias utilizando un valor de MCMC
de 3,000,000 generaciones, en los nodos se muestran los valores de probabilidad
posterior. Como grupo externo se utilizé6 a D. similis. La figura se realizd6 mediante el

software TreeAnnotator y FigTree.
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Figura 16. Filograma de MV utilizando la combinacion de genes C (13 CDS). Se utilizo
un modelo de sustituciéon LG + F + G, en los nodos se muestran los valores de bootstrap.
Como grupo externo se utilizo a D. similis. La figura se realizdo mediante el software Mega

X.
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Figura 17. Filograma de IB utilizando la combinacion de genes C (13 CDS). Se utiliz6 un
modelo de sustitucion LG + G de 5 categorias utilizando un valor de MCMC de 3,000,000
generaciones, en los nodos se muestran los valores de probabilidad posterior. Como grupo
externo se utiliz6 a D. similis. La figura se realiz6 mediante el software TreeAnnotator y

FigTree.
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Daphnia similis

Lernaea cyprinacea

Amphiascoides atopus

. . Nodo | Estado ancestral
Leptodiaptomus garciai
K A 15,000
Phyllodiaptomus tunguidus B 14,873
I C 14,921
Calanus glacialis
L D 14,697
Calanus hyperboreus E 15,233
F 14,738
Paracyclopina nana
G 15,544
Sinergasilus undulatus H 15,235
| 17,568
Sinergasilus polycolpus
J 14,491
Tigriopus kingsejongensis K 16,220
L 20.940

Tigriopus californicus

Pandarus rhincodonicus
13,831 pb 27,342
L ——

Figura 18. Reconstruccion del estado ancestral del tamaino del genoma mitocondrial
(pb). El mapa de calor en el cladograma representa el cambio en el tamafio del
mitogenoma. Los valores de la tabla representan la reconstrucciéon del estado ancestral
de cada nodo (longitud en pb). La figura fue generada mediante el paquete de R
phytools.
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5. Discusion

5.1 Caracteristicas del genoma mitocondrial

El ensamble realizado en este trabajo es el primer borrador del mitogenoma de la
especie endémica L. garciai y a su vez, uno de los primeros mitogenomas de copépodos
de ambientes continentales. Se recuperaron en su totalidad las copias completas de
CDS, ARNt y ARNr (13, 22 y 2 respectivamente). Sin embargo, dependiendo del
programa de anotacion (MitoZ o MWS) se recuper6 una cantidad distinta de genes de
ARN. Aunque esto puede ser causado por errores en el ensamblado o en la anotacion,
se considera que el ensamble es de buena calidad debido a la circularizacion y a la
ausencia de regiones intergénicas a excepcion de la region control.

La disponibilidad de recursos genomicos de la subclase Copepoda es escasa y se aprecia
un sesgo de informacion en los 6rdenes Calanoida y Cyclopoida (NCBI, 2022). Una de
las caracteristicas notorias del mitogenoma de esta subclase, es la diferencia que se
presenta en su tamafo. La longitud del mitogenoma de L. garciai es semejante al de
copépodos del orden Cyclopoida, Harpacticoida y Siphonostomatoida (~14,000 pb).
Sin embargo, cuando se compara con copépodos calanoides, cercanos
filogenéticamente, se puede observar una gran discordancia en tamafio; la variacion
que mas destaca es la encontrada en C. glacialis, C. finmarchicus y C. hyperboreus.
Esto mismo se puede apreciar en la Figura 18, en donde se muestra la reconstruccion
del estado ancestral del tamafio de genoma. Se observa que el nodo ancestral del orden
Calanoida presenta un tamaifio elevado (nodo I), siendo este clado el que presenta la
variacion mas grande dentro de la subclase. La diferencia en el tamafio del mitogenoma
puede tener dos causas: la cantidad de genes y la longitud de la region intergénica
(Wolstenholme, 1992).

Por lo general, la cantidad de genes del mitogenoma en copépodos es constante, sin
embargo, se observa que algunos presentan una cantidad menor (Tabla 5). Entre estas
diferencias, se destaca la pérdida de CDS de tres copépodos, C. glacialis, P.
rhincodonicus y P. nana. En el caso de P. nana, Ki et al. (2009) reportaron la pérdida
del gen ATP8 y la ganancia de un ARNt. Sin embargo, la variacion de genes del
copépodo C. glacialis es artificial, ya que el nimero reportado en el NCBI difiere de la
publicaciéon original (Weydmann et al.,, 2017). Por lo tanto, debe de tomarse con
precaucion las afirmaciones de pérdida de genes dentro de la subclase y es poco
probable que estas contribuyan de manera sustancial a la variacion en el tamafio del
genoma.

En cuanto a la region intergénica, se conoce que es la principal causa de la variacién en
el tamano del mitogenoma de Copepoda (Weydmann et al., 2017). Por ejemplo, el

34



copépodo C. hyperboreus presenta la zona intergénica mas grande dentro de Crustacea
(Kim et al., 2013). Con los datos publicados hasta el momento, se observa que esta
variacion se encuentra inicamente en copépodos calanoides. Cabe resaltar que, de
todos los mitogenomas de copépodos depositados en el NCBI, solo en algunos se tiene
bien definida la zona de control (L. cyprinacea, P. nana, P. rhincodonicus, T.
kingsejongensis, C. glacialis y C. finmarchicus). Por lo que respecta a este trabajo, no
fue posible definir con exactitud el inicio y término de esta region y se necesita una
validacion con secuenciacion dirigida para definir con certeza su posicion y estructura.
El analizar de manera mas precisa esta zona seria valioso, ya que podria ser utilizada
con el proposito de resolver relaciones filogenéticas problematicas (Bronstein et al,
2018) o, también, estudiar patrones de diversificacion geografica (Lin et al., 2021).

Por ultimo, se observa que el contenido de GC en los mitogenomas de Copepoda es
variable y muy bajo, alcanzando un valor minimo de 29.3%. Esto es similar al
contenido de GC reportado en el genoma nuclear (30%), siendo una de las principales
causas de la dificultad en el ensamblado de genomas nucleares en Copepoda
(Jorgensen et al., 2019).

5.1 Evolucion nucleotidica

La tasa de sustituciéon sinénima y no sinéonima de nucleétidos (w) en el archivo
concatenado de 11 CDS fue < 1. Esto refleja que, en promedio, la region codificante de
proteinas se encuentra en un escenario de seleccion purificadora. Este patron es
similar en distintas especies y se ha observado que la seleccién purificadora es una
fuerza dominante en la evolucion de la mitocondria (Meiklejohn et al., 2007). Del
mismo modo, se observa que las tasas Ka/Ks y de distancia-p entre especies
filogenéticamente cercanas a L. garciai son mas bajas en comparaciéon con copépodos
de distintos 6rdenes (Figura 6 y 8), lo cual se puede asociar a la afinidad filogenética
de la especie.

Analizando los genes de manera independiente, se observa que el complejo COX,
particularmente COX1 y COX3, presentan una menor tasa Ka/Ks entre todas las
especies de copépodos. En contraste, se identifico que NAD1, NAD2, NAD3 y ATP6
podrian encontrarse en un escenario de selecciéon positiva. Se puede observar que los
genes que presentan las tasas méas elevadas de Ka/Ks (Anexo L) corresponden a la
comparacion de L. garciai con copépodos del orden Cyclopoida. Aunque esto es una
primera aproximacién a las tasas evolutivas dentro del mitogenoma, estos resultados
coinciden con un patron similar reportado para el copépodo T. californicus, en donde
las tasas mas altas de divergencia se presentaban en los genes NAD3, NAD5, NADG6 y
ATP6 (Barreto et al., 2018). Aunque el patron de sustitucion en genes mitocondriales
difiere en distintos grupos de metazoos, es comtn que los genes NAD se encuentren
con una tasa de sustitucion elevada. Esto se debe a la participacion que tienen en el
complejo 1 de la cadena de transporte de electrones, el cual es el de mayor tamaifio en
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el proceso de fosforilacion oxidativa y es el que recibe una mayor cantidad de electrones
en el proceso de oxidacion y reduccion (Fonseca et al., 2008). Del mismo modo, se ha
observado que los genes de ATP también presentan una alta tasa de divergencia y, en
algunos casos, pueden ser eliminados del mitogenoma (Gissi et al., 2008).

Por lo general, la seleccion mantiene las tasas de sustitucion de los CDS conservadas,
debido a la importancia que tienen en el proceso de fosforilacion oxidativa (OXPHOS)
y la comunicacién nuclear-mitocondrial para llevar a cabo este proceso (Reinecke et
al., 2009). Sin embargo, algunos de estos genes, si pueden encontrarse bajo un proceso
de evolucién adaptativa. Por ejemplo, se ha asociado la variacién en estos genes a una
reduccién de energia generada por la mitocondria (ATP), lo cual repercute en el
almacenamiento de lipidos y la velocidad a la cual estos son utilizados por el
organismo, sirviendo como un mecanismo de respuesta a la inanicion en algunos
ambientes (Ballard & Melvin, 2010). Del mismo modo, es comtn que existan genes con
tasas mas elevadas de sustitucion en comparacion con otros dentro de un mismo
mitogenoma, lo cual puede estar relacionado a la adaptaciéon de una especie al estrés
ambiental (Ramos et al., 2020).

Aunque no se puede afirmar que la variaciéon a nivel nucleotidico en copépodos
responda a una demanda similar, se conoce que muchas de las especies se encuentran
en ambientes ecolégicamente estresantes. Especialmente se conoce que L. garciai se
encuentra adaptado a las condiciones de alimento bajas en su ambiente (Ciros-Pérez
et al., 2015), y seria interesante investigar si las variaciones encontradas en su genoma
se pueden asociar a respuestas fenotipicas (p. €j., la reserva de lipidos) que indiquen
realmente evolucion adaptativa.

5.2 Evolucion de la arquitectura del mitogenoma

Es comin que el orden genético se mantenga invariable y que los eventos de
reordenamientos sean episodios extraordinarios (Boore, 1999). Cominmente, dentro
de Crustacea se utiliza como primera linea comparativa el patréon basal de pancrustacea
(Boore et al., 1998), ya que generalmente los cambios en Crustacea son en el
reordenamiento de pocos ARNt (Shen et al., 2010) hasta inclusive un solo ARNt (Ji et
al., 2014). En este trabajo, no se realiz6 la comparacion con el modelo de Pancrustacea
ya que se conoce que los copépodos tienen un arreglo sustancialmente diferente al
patron basal, tanto en ARNt como en CDS (Weydmann et al., 2017), siendo estos
eventos algo comuin dentro de la subclase (Hickerson & Cunningham, 2000; Zhang et
al., 2020).

Asi, la arquitectura del mitogenoma de L. garciai no es semejante a la de ningin
copépodo descrito hasta ahora. Las especies emparentadas mas cercanamente a L.
garciai son P. tunguidus y C. hyperboreus, siendo el genoma de la primera la que
cuenta con un menor nimero de eventos de reordenamiento. A parte de esta especie,
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cuando se compara el mitogenoma de L. garciai con los demas copépodos, se observa
que la similitud en su ordenamiento genético es muy baja (Figura 10, Anexo K). A su
vez, las especies emparentadas no siempre tienen un ordenamiento genético similar,
por ejemplo, se presenta una mayor discordancia entre T. californicus y T.
kingsejongensis que entre T. kingsejongensis y A. atopus (Figura 10, Anexo K). Hasta
el momento, solo dos especies presentan una sintenia idéntica en cuanto a CDS, es
decir, las dos del género Sinergasilus.

En los escenarios evolutivos obtenidos mediante CREX, se observa que muchos de los
cambios en el ordenamiento del mitogenoma de Copepoda pueden explicarse con uno
o mas eventos de TDRL. Este resultado es atin preliminar y hace falta la comparacion
entre especies cercanas, asi como una reconstruccion del ordenamiento mitocondrial
de un ancestro comun a nivel de familia y orden. No obstante, los eventos aqui
encontrados nos indican que el mitogenoma en copépodos ha estado sujeto a grandes
eventos de duplicacion alo largo de su historia evolutiva. Es posible, dada la plasticidad
en la arquitectura del genoma de copépodos, que estos eventos, en principio, no sean
adaptativos (Boussau et al., 2011). Esto debido a que todos los genes mitocondriales se
transcriben de manera policistrénica (Dowton et al., 2002), por lo cual, el que se
presente una secuencia diferente no afecta el resultado final de la transcripciéon del
mitogenoma. Una posible explicacion a la arquitectura divergente de los mitogenomas,
es que éstas hayan sido fijado por deriva genética o cuellos de botella (Xia et al., 2016).

Aunque es poco probable que estos eventos de reordenamiento tengan una repercusion
directa en la eficacia de las especies, si la pueden tener en especies que se encuentren
en las primeras etapas de especiacion, ya que se tiene evidencia que las arquitecturas
mitocondriales divergentes pueden ocasionar una barrera precigotica (Ellison &
Burton, 2008) o postcigotica (Healy & Burton, 2020) debido a incompatibilidades
mito-nucleares. Este altimo caso podria explorarse con mayor detalle utilizando el
complejo de especies de Leptodiaptomus grupo sicilis, filogenéticamente cercanas a L.
garciai, las cuales se encuentran en un proceso avanzado de especiacion ecologica
(Barrera-Moreno et al., 2015).

Por ultimo, la region genética peculiar encontrada en copépodos (Figura 11) no
contiene espacios intergénicos ni tampoco copias de ARN entre genes, encontrandose
presente en todos los copépodos calanoides analizados en este trabajo. Anteriormente
se habia mencionado este patron por parte de Kim et al. (2013), como algo
caracteristico de organismos pertenecientes al superorden Gymnoplea (Calanoida), y
que posiblemente también se encontrara presente en Podoplea (Cyclopoida,
Harpacticoida, Siphonostomatoida, entre otros) como un rasgo conservado de
copépodos. De manera contrastante con la informacion recopilada en este trabajo, se
observa que la region COX3/ATP6/ATP8 es conservada exclusivamente en copépodos
calanoides y inicamente T. kingsejongensis (Harpacticoida, en Podoplea) presenta un
patron parecido (COX3/ATP8/ATP6). Aunque la informacién genémica atin es escasa,
este patron podria ser tomado como una sinapomorfia del orden Calanoida.
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5.3 Analisis filogenémicos

En el pasado, la especie L. garciai habia sido identificada como L. novamexicanus
(Herrick, 1895) Afios mas tarde, mediante el analisis de diferencias morfologicas,
fisiologicas y genéticas, Montiel-Martinez et al. (2008) concluyeron que L. garciai es
una especie bioldgica independiente; reportando su afinidad filogenética con especies
congéneres a través del marcador molecular COX1. En este trabajo, se utilizd la
informacion genémica obtenida de L. garciai para inferir las relaciones cladisticas de
este copépodo utilizando los recursos genémicos disponibles. Todas las filogenias
realizadas, agruparon a L. garciai en el clado del orden Calanoida, compartiendo un
ancestro en comun con el copépodo P. tunguidus. Estos analisis confirman la identidad
del taxén y su afinidad taxon6mica a copépodos del orden Calanoida. Del mismo modo,
se observa que el uso de las tres combinaciones de genes (A, By C), agrup6 a L. garciai
con copépodos de la misma familia, por lo cual, la informaciéon gendémica obtenida en
este trabajo podria ser relevante para la resolucion de relaciones filogenéticas dentro
del orden Calanoida.

Las filogenias obtenidas mediante el método de MV presentaron un soporte muy bajo
de nodos, sin embargo, se destaca la filogenia de la combinacién C (Figura 16). Este
arbol recupera a Calanoida como grupo monofilético, hermano de Harpacticoida +
Siphonostomatoida + Cyclopoida. Lo cual es similar a las filogenias construidas
mediante caracteres morfolégicos (Ho, 1990; Boxshall, 1999) y moleculares
(concatenado de 24 genes nucleares; Eyun, 2017; Figura 20-A), que sugieren a
Calanoida como clado basal monofilético, hermano de los 6rdenes mencionados
anteriormente. La topologia de este arbol es la mas parecida a las relaciones
taxondmicas de Copepoda aceptadas actualmente (Eyun, 2017).

En cuanto a las filogenias obtenidas mediante IB, se observa que las tres
combinaciones de genes generaron arboles con topologias similares, siendo la filogenia
con la combinacion C (Fig. 17) donde se observa el mayor soporte estadistico de nodos.
En la figura 19 se muestra este arbol filogenético donde se denotan las relaciones a
nivel de orden. Se destaca que el arbol divide a las especies de Cyclopoida y
Harpacticoida en ramas distintas y agrupa a Calanoida + parte de Cyclopoida + parte
de Harpacticoida en un solo clado. Cuando se compara la filogenia de la combinacién
C con otras filogenias construidas a partir de genes mitocondriales, se observa que es
distinta a lo reportado cuando se utilizan 13 CDS + genes ribosomales (Hua et al., 2021;
Figura 20-B), pero idéntica cuando se utilizan 13 CDS mitocondriales (Jooste et al.,
2019; Zhang et al., 2020; Figura 20-C). Aunque este arbol concuerda con datos
publicados, las topologias de estas filogenias podrian estar influenciadas por cambios
no neutrales en genes con tasas de evolucion elevadas, como p. €j., en el complejo de
genes NAD o ATP. Aunado a esto, en estos arboles se esperaria encontrar cohesion de
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clados a nivel de orden, sin embargo, no es el caso y se considera que este analisis no
refleja de manera satisfactoria su historia evolutiva.

e Daphnia similis

p— | ernaea cyprinacea I CyC lo po ida
e Amiphiascoides atopus I Ha rpacti coida
— Leptodiaptomus garciai
e Phy llodiaptomus tunguidus
Calanoida
=== Calanus glacialis
e Calanus hyperboreus
e paracyclopina nana
R— .
e Sinergasilus undulatus CyC lo POl da

e Sinergasilus polycolpus

[ Tigriopus kingsejongensis Har pac ticoida

— Tigriopus californicus

s Pandarus rhincodonicus Slpho nostomatoida

Figura 19. Cladograma obtenido mediante el anéalisis de IB (Fig. 18) mostrando la
relacion de las especies a nivel de orden.

Los anélisis taxonémicos en la subclase Copepoda han sido controversiales en los
ultimos anos, principalmente por las distintas propuestas filogenéticas a nivel de
Orden. Una de las principales causas de ello es que, la mayoria de las investigaciones
de taxonomia molecular de la subclase utiliza el marcador genético COX 1 propuesto
en el proyecto de codigo de barras (600-700 pb; Hebert et al., 2003). Esto ha generado
que los recursos genéticos disponibles en Copepoda se limiten a utilizar este marcador,
sin embargo, se sabe que presenta una baja eficiencia de resolver relaciones
filogenéticas a una escala taxondémica mayor (Lefébure et al., 2006). Del mismo modo,
la mayoria de los trabajos filogenéticos se especializan en resolver relaciones
taxondmicas a nivel de especie, género o familia, por lo cual existen pocos trabajos que
establezcan inferencias evolutivas a nivel de Orden, dificultando una comparacién mas
extensa.

Aunque los copépodos son uno de los grupos mas abundantes de sistemas acuaticos y
brindan servicios ecol6gicos en distintos ambientes, su relaciéon taxonémica a nivel de
orden aun es problematica y se han realizado pocos trabajos para tratar de resolver su
estado actual. Aunque, utilizar el concatenado de 13 CDS mitocondriales es debatible
debido a las distintas topologias que resultaron en este trabajo, es importante
comenzar a explorar distintas metodologias para establecer relaciones evolutivas
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confiables. Particularmente, porque la mayoria de las relaciones cladisticas de
Copepoda se basan en filogenias de genes particulares. El avance de las técnicas de
secuenciacion masiva ha generado un nuevo campo de inferencia filogenémica
(Edwards, 2009) y recientemente se ha visto que al utilizar una mayor cantidad de
genes se pueden resolver problemas taxon6micos importantes, generando arboles
filogenéticos de especies confiables (Jarvis et al., 2014). Aunque los datos genémicos
aun son escasos, es probable que la disponibilidad de informacion genémica vaya en
aumento en los proximos anos, conjuntando datos gendmicos mitocondriales y
nucleares, ademas de una mayor cantidad de especies, podria ayudar al
establecimiento de relaciones evolutivas a un mayor nivel de resolucion (Xi et al,,
2016).
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Figura 20. Comparacion de las relaciones filogenéticas de Copepoda utilizando A)

genes nucleares (Eyun, 2017), B) ARN ribosomales (Hua et al., 2021) y C) 13 CDS
mitocondriales (Jooste et al., 2019).
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5.4 Patrones evolutivos del mitogenoma de Copepoda

La caracteristica mas llamativa del genoma de las especies de copépodos analizadas en
este trabajo son los cambios encontrados en su arquitectura genética. Aunque no se
conoce con exactitud si la sintenia del mitogenoma puede tener repercusion en la
eficacia de las especies, se ha reportado que cambios en tasas de sustitucion
nucleotidica se correlacionan con eventos de reordenamiento genémico, sin embargo,
no se conoce con exactitud la causalidad entre ellos (Bernt et al., 2013). Los eventos
de reordenamiento mitocondrial no siguen una tendencia similar al reloj molecular
(Podsiadlowski et al., 2014), esto se ve reflejado en Copepoda, donde los cambios en
la arquitectura del mitogenoma son extensos y al parecer no se encuentran
relacionados con ancestria comun entre especies. Sin embargo, si existen patrones
generales (COX3/ATP8/ATP6) que reflejan una historia compartida del clado, al
menos en Calanoida.

Observando los resultados obtenidos en este trabajo, es probable que los cambios en
el mitogenoma de los copépodos (sustitucion nucleotidica y sintenia) se originaran a
partir de distintas fuerzas evolutivas. Se ha considerado que los cambios en el
mitogenoma de las especies pueden ser causados por deriva genética (Bazin et al.,
2006) o por evolucidon adaptativa (Xia et al., 2016). En el caso de los copépodos, el
efecto fundador se encuentra presente en los repetidos eventos de colonizacion de
ambientes marinos hacia continentales (Boxshall & Jaume, 2000). Estos eventos
pudieron haber propiciado la fijacién de arquitecturas genéticas novedosas que, a su
vez, podrian fungir como barreras reproductivas. En principio, estos procesos son
evolutivamente neutrales, empero se conoce que cambios en regiones especificas,
como en la region control o en el ordenamiento de genes, pueden incidir en la tasa de
mutacion (Minelli et al, 2016). Esto se debe a que alteraciones en la replicaciéon del
genoma pueden aumentar procesos como la desaminaciéon de nucleétidos (Marin &
Xia, 2008; Zhang et al, 2020).

Por otro lado, la divergencia nucleotidica pudo haber sido originada por evolucion
adaptativa, ya que cambios en el genoma mitocondrial pueden ser seleccionados de
manera positiva por su incidencia en la eficacia bioldgica de las especies (Ueno &
Takahashi, 2021). En el copépodo Tigriopus californicus, se ha encontrado que la
variacion en genes mitocondriales puede generar tasas de oxidacion diferenciales en
el sistema de transporte de electrones (Harrison & Burton, 2006), asi como disminuir
la eficacia de hibridos debido a incompatibilidades mito-nucleares (Healy & Burton,
2020). Es probable que situaciones similares a esta, se encuentren en distintas
especies de copépodos habitando diversos ambientes, por lo cual, seria de interés
conocer si cambios en genes particulares pueden asociarse a ambientes especificos.

Del mismo modo, el mantenimiento de variacion genética en el mitogenoma, algunas

veces catalogada como neutral, puede ocasionar cambios fenotipicos importantes que,
a su vez, puede incrementar la eficacia de las especies (Dowling et al., 2008). Un
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ejemplo de esto es el aumento de la eficiencia del sistema de fosforilacion oxidativa, lo
cual reduce los requerimientos energéticos de una poblacion (Ramos et al., 2018).

Aunque los eventos de reordenamiento en Copepoda podrian tener una naturaleza
evolutiva neutral, la disrupcion en arquitecturas genémicas podria ocasionar tasas de
evolucion diferenciales a lo largo del mitogenoma. Esta variacion a su vez podria estar
moldeada por seleccion direccional —si se tiene un efecto positivo en la eficacia de los
organismos— o por seleccion purificadora (Figura 21). Por otro lado, es probable que
las filogenias realizadas inicamente a partir de genes mitocondriales no reconstruyan
con precision relaciones ancestro-descendiente, debido a que, en algunos casos, los
polimorfismos existentes podrian estar reflejando adaptaciones al ambiente.

[ Evidencia | Factores genéticos Patrén evolutivo

Eventos de
reordenamiento masivos Evolucion neutral

en Copepoda
pep l o
Gana."c'a qe regiones Eventos de reordenamiento mitocondrial Deriva genica
mtegemcas

l Moldeada

por

Ta?.?\s de sustitucién <1 Variacién en el mitogenoma a nivel - Se-ler-ccmn
utilizando concatenado nucleotidico en Copepoda purificadora
de 13 CDS
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Figura 21. Relacion de la variacion del mitogenoma en Copepoda con factores
intrinsecos (genéticos) y extrinsecos (ambientales), asi como el patréon de evolucion
que mantienen.

Para terminar, me gustaria hacer un llamado a la investigacion de manera extensiva
de indole genomico en copépodos. Se ha observado que algunas especies de este grupo
muestran patrones genomicos similares en respuesta a fluctuaciones ambientales,
ocasionando una respuesta positiva a la colonizacién de nuevos nichos ecologicos
(Stern & Lee, 2020). Cambios especificos a nivel de locus en respuesta a cambios
ambientales, se han estudiado con anterioridad en otras especies de animales y se han
vuelto realmente importantes para predecir la respuesta que tendran algunos taxones
frente al cambio climéatico (Fitzpatrick & Edelsparre, 2018). El generar conocimiento
sobre la evolucion de especies como copépodos, utilizando informacioén genémica y
ecoldgica, no solo ayudara a entender patrones complejos de evolucién sino que
ademas, puede ayudar a establecer estrategias claras de conservacion, generando
modelos ecolbgicos-evolutivos (Waldvogel et al., 2020).
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6. Conclusion

Se obtuvo el primer borrador del genoma mitocondrial de L. garciai, el cual es un
ensamble circularizado con una longitud de 14,654 pb. El mitogenoma contiene un
total de 34 genes, entre ellos, 13 CDS, 19 ARNt y 2 ARNT. Las caracteristicas genéticas
del mitogenoma son similares a las de otros copépodos, sin embargo, se presenta una
gran diferencia en cuanto a su tamafo en comparacion con especies del mismo orden.
Comparando los CDS de diferentes copépodos, se identifico que los genes NAD (1-3) y
ATP6 presentan las tasas mas elevadas de divergencia nucleotidica. En cuanto a la
arquitectura del ADN mitocondrial, el ordenamiento genético de L. garciai es inico
dentro de la subclase. Ademas, se observan multiples eventos de reordenamiento en
los mitogenomas de Copepoda. Utilizando la informacion mitogenémica de L. garciai,
se obtuvieron distintas filogenias, las cuales demostraron las afinidades taxon6micas
de L. garciai dentro del orden Calanoida y dentro de Copepoda, en general.
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8. Anexo

8.1 Ensamble del genoma

El ensamble se llevo a cabo utilizando dos metodologias, por ensamble de novo y por
ensamble con referencia. Para el genoma con referencia se realizd el mapeo de las
lecturas de L. garciai contra genomas de copépodos mediante BWA (Li & Durbin,
2010) y Minimap2 (Li, 2018), llevando a cabo una manipulacion post-alineamiento
mediante la herramienta SAMtools (Danecek, 2021) para conocer el porcentaje de
alineamiento. Se corrieron distintos mapeos utilizando las siguientes combinaciones
de genomas disponibles:

1) Eurytemora affinis

2) E. affinis + Acartia tonsa

3) Leptodiaptomus Atexcac

4) L. Atexcac + L. El Carmen

5) 11 genomas de copépodos disponibles en el NCBI (Tigriopus kingsejongensis
(GCA_012959195.1), Tisbe holothuriae (GCA_900659605.1), Apocyclops royi
(GCA_900607525.1), Acartia tonsa (GCA_900241095.1), Calanus glacialis
(GCA_002740985.1), Oithona nana (GCA_900157175.1), Eurytemora affinis
(GCA_000591075.2), Tigriopus californicus (GCA_007210705.1), Calanus
finmarchicus (GCA_002740975.1), Tigriopus japonicus (GCA_010645155.1)

y Lepeophtheirus salmonis (GCA_016086655.2)) y borradores no publicados
de Leptodiaptomus Atexcac (facilitado por Javier Urban) y Leptodiaptomus

El Carmen (facilitado por Arturo Alcantara).

Para el ensamble de novo se probaron los ensambladores SPAdes, SOAP de novo,
Platanus, Megahit, ABYSS y Velvet. Para conocer las estadisticas basicas y N50 de cada
ensamble se utilizo QUAST (Gurevich et al. 2013). Del mismo modo, se utiliz6 BUSCO
(Simao et al., 2015) para estimar el nivel de integridad del genoma. Esta herramienta
realiza una comparaciéon de grupos de genes ortélogos dentro de una base de datos
predeterminada, para asi conocer la cantidad de grupos genéticos que se tiene en un
ensamble. El enmascaramiento del genoma se realizé6 por medio de RepeatModeler
(Smit & Hubley, 2015) y RepeatMasker (Smit & Hubley, 2010). Finalmente, se utilizo
AUGUSTUS (Stanke & Morgenstern, 2005) para realizar una anotacion ab initio.
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8.1.1 Ensamble con referencia

En la Tabla 2 se muestra el porcentaje de mapeo de las secuencias de L. garciai en los
genomas de referencia con el set de datos de Trimmomatic. Los valores mas elevados
se obtuvieron utilizando un archivo concatenado de 13 genomas de copépodos

Tabla 2. Mapeo de lecturas de L. garciai contra genomas de referencia mediante BWA
y Minimap 2.

Genoma de referencia Porcentaje de mapeo

BWA (Burrows-Wheeler Aligner)

Eurytemora affinis 23.93%
E. affinis + A. tonsa 29.95%
Leptodiaptomus Atexcac 23.93%
L. Atexcac + L. El Carmen 24.12%

11 genomas + L. Atexcac + L. El Carmen | 37.34%

Minimap 2

13 Genomas 36.57%

Se observa que las secuencias de L. garciai tienen baja representacion en los genomas
previamente publicados. Utilizando el archivo con el porcentaje més elevado de mapeo
(37.34%) se realizaron distintas pruebas con diferentes ensambladores, sin embargo,
SPAdes fue el tinico ensamblador que pudo completar el armado del genoma de L.
garciai. En la tabla 3 se presentan las estadisticas de Quast y BUSCO de los ensambles
completados, siendo el ensamble con mejor calidad (N50) e integridad (BUSCO) el
llevado a cabo con un Kmero de 77.

Tabla 3. Ensambles de referencia completados con SPAdes usando el set de datos de
Trimmomatic.

kmero N5o0 scaffolds BUSCO
63 729 pb 38,223 -
71 710 pb 33,734 0.49%
77 694 pb 30,880 0.69%
81 683 pb 28,099 0.49%
91 659 pb 25,678 -
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Para el set de datos de AdapterRemoval no fue posible completar ningtin ensamble
debido a la limitacion de recursos computacionales, por lo cual no se muestra ningin
resultado.

8.1.2 Ensamble de novo

En la Tabla 4 se presentan las caracteristicas de los ensambles de novo con los
estadisticos mas altos de calidad e integridad. Para los datos provenientes de
Trimmomatic, SOAP de novo ha sido el ensamblador que ha dado los mejores
resultados. Algunos programas no pudieron completar el ensamble debido a la
limitacion de recursos computacionales. Para solucionar esto, en algunos casos fue
posible utilizar el software Rasusa (Hall, 2019) el cual, a partir de las lecturas limpias,
realiza un muestreo aleatorio con la finalidad de obtener un par de archivos con una
cobertura mas baja, i. e., dos archivos con una menor cantidad de secuencias.

Tabla 4. Ensambles de novo completados con set de datos de Trimmomatic.

Ensamblador kmero N50 scaffolds BUSCO
SOAP de novo 61 281 pb 195,854 0.78%
SPAdes 77 826 pb 67,796 0.49%
(Rasusa 20 X)

SPAdes 77 991 pb 125,323 0.49%

(Rasusa 30 X)

Platanus 77 3,350 pb 27,548 o)

Megabhit 127 530 pb 2,551,315 --
contigs®

ABYSS 91 651 pb 2,792,055 --

En la tabla 5 se presentan los ensambles completados mediante el set de datos de
AdapterRemoval, observandose una mejora en cuanto al N50 y al nimero de scaffolds
respecto a los datos provenientes de Trimmomatic. SPAdes fue el iinico programa que
complet6 el ensamblado utilizando estos datos, siendo el ensamble de SPAdes con
kmero de 77 el que tiene una mayor calidad e integridad.
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Tabla 5. Ensambles de novo completados con set de datos de AdapterRemoval.

Ensamblador kmero N50 scaffolds BUSCO
SPAdes 77 927 pb 153,806 0.59%
SPAdes 01 828 pb 151,752 0.290%
SPADES FastX 77 921 pb 109.594 0.39%
collapser

Los ensambles obtenidos hasta el momento presentan un alto grado de fragmentacion
que puede verse reflejado en el nimero de scaffolds. Una de las causas principales de
esta fragmentacion puede ser el namero elevado de regiones de baja complejidad
(secuencias repetidas) dentro del genoma de L. garciai. Se intentaron dos
aproximaciones para tratar de resolver este problema, utilizando Rasusa (tabla 4) y
FastX collapser el cual elimina secuencias repetidas en cada read. Aunque se puede
observar una mejoria en el nimero de scaffolds, el valor de N50 no incrementa de
manera sustancial.

Se utiliz6 el ensamble de Spades (kmero 77, %GC de 42.31) proveniente de los datos de
AdapterRemoval (Tabla 5) para realizar el enmascaramiento del genoma.
RepeatMasker enmascaré un 48.32% del ensamble como elementos no conocidos
dentro de su base de datos y un total de 1.33% como elementos repetidos simples, sin
identificar elementos transponibles (SINEs, LINEs o LTRs). La predicciéon ab initio de
AUGUSTUS identifico un total de 35,344 genes.

Los ensambles de referencia y de novo realizados hasta el momento presentan una
calidad e integridad baja, ademas de una elevada cantidad de genes anotados en
comparacion con otras especies de copépodos (~20,000). Aunque las secuencias
presentan un grado de contaminacion bajo, asi como una buena calidad en general,
estos resultados hacen evidente la necesidad de un esfuerzo mayor de secuenciaciéon
para obtener un genoma robusto de L. garciai.
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8.2 Ensamble del mitogenoma

A) Trimmomatic B) Adapter Removal
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Anexo A. Distribucion de GC en las secuencias después de la fase de

limpieza. La curva azul muestra la distribucion teorica y la curva roja el
conteo real por lectura.

Cyclotella c. I B No hits
W Multiples hits / multiples genomas
Humano 1 hit / multiples genomas

M Mdltiples hits /1 genoma

Escherichia coli 1 hits /1 genoma

Scenedesmus
Tetraselmis I
Brachionus

0 50 100

Anexo B. Porcentaje de mapeo de genomas contaminantes contra las secuencias
gendmicas provenientes de la secuenciacién de Leptodiaptomus garciai a través de
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FastQ screen. La barra gris representa secuencias no pertenecientes a especies

contaminantes.

Anexo C. Grupos identificados mediante el anéalisis de Kraken 2.

Grupo

Porcentaje de

Grupo

Porcentaje de

contamiancion contamiancion

Enterobacterales 0.04% Bacteroidetes/Chlorobi 0.03%
Enterobacteriaceae 0.02% Bacteroidetes 0.03%
Erwiniaceae 0.01% Flavobacteriia 0.02%
Buchnera 0.01% Flavobacteriales 0.02%
Buchnera aphidicola 0.01% Cyanobacteria 0.01%
Mixta 0.01% Tenericutes 0.01%
Mixta theicola 0.01% Mollicutes 0.01%
Yersiniaceae 0.01% Mycoplasmatales 0.01%
Yersinia 0.01% Betaproteobacteria 0.06%
Pseudomonadales 0.03% Burkholderiales 0.06%
Moraxellaceae 0.02% Burkholderiaceae 0.03%
Acinetobacter 0.02% Burkholderia 0.02%
Acinetobacter 0.02% Alphaproteobacteria 0.02%
shaoyimingii

Pseudomonadaceae 0.01% Rhodobacterales 0.01%
Pseudomonas 0.01% Terrabacteria group 0.29%
Xanthomonadales 0.01% Firmicutes 0.19%
Xanthomonadaceae 0.01% Bacilli 0.17%
Oceanospirillales 0.01% Bacillales 0.16%
Halomonadaceae 0.01% Staphylococcaceae 0.11%
Archaea 0.01% Straphylococcus aureus 0.10%
Euryarcheaeota 0.01%

Anexo D. RNA ribosomal subunidad s (s-rRNA)
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Anexo E. RNA ribosomal subunidad 1 (1-rRNA)
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trnQ (caa) trnP (cca) trnV (gta)

Anexo F. Estructura secundaria de RNAt obtenida a partir de MWS.

trnK (aaa)
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trnL1 (cta) trnM (atg)

trnk (gaa) trnR (cga) trnN (aac)

trnC (tgc)

Anexo G. Estructura secundaria de RNAt obtenida a partir de MWS.

66



Anexo H. RNAt encontrados utilizando tRNAscan-SE.

RNA | Iniciode |[Findela |Longitu | Tipode Anticod6
t la secuencia |d RNAt n
secuencia

1 939 1,000 61 Leu TAA
2 2,680 2,738 58 Tyr GTA
3 4,635 4,695 60 Phe GAA
4 4,696 4,758 62 Gly TCC
5 5,282 5,343 61 Asp GTC
6 6,372 6,432 60 Ala TGC
7 14,276 14,217 59 Cys GCA
8 13,893 13,832 61 Asn GTT
9 13,763 13,701 62 Gllu TTC
10 12,012 11,952 60 Ile GAT
11 11,875 11,815 61 Met CAT
12 11,814 11,752 62 Leu TAG
13 9,904 9,843 61 Val TAC
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taa (Leu) gra (Tyr) gaa (Phe) tcc (Gly)

gtc (Asp) tgc (Ala) gca (Cys) gtt (Asn)

ttc (glu) gat (lle) cat (Met) tag (Leu)

Anexo 1. Estructura secundaria de RNAt obtenida a partir de tRNAscan-SE
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tac (Val)

Anexo J. Estructura secundaria de RNAt obtenida a partir de tRNAscan-SE

Anexo K. Matriz de distancia de distancias-p. A) L. garciai, B) P. tunguidus, C) C.
hyperboreus, D) C. glacialis, E) A. atopus, F) S. polycolpus, G) S. undulatus, H) P.
nana, I) L. cyprinacea, J) T. californicus, K) T. kingsejongensis, L) P. rhincodonicus.

A B C D E F G H I J K L
A |- ; ; - - ; ; ; - ; ; ;
B |o0.304 |- - - - - - - - - - -
C |[0.364 |o0.301]- - - - - - - - - -
D |0.360 |0.29 [o0.145 |- - - - - - - - -
0
E | 0453 |0.435|0.437 [0.428 |o - - - - - - -
F | 0.463 | 0.454 | 0.460 | 0.452 | 0.460 |- - - - - - -
G | 0466 |0.432]0.442 |0.432 | 0.441 | 0.194 |- - - - - -
H | 0.476 | 0.457 | 0.440 | 0.440 | 0.476 | 0.466 | 0.422 | - - - - -
I |o0.510 [0.494(0.494 |0.483 [0.507 |0.498 [0.485(0.493 |- - - -
J | 0506 |048 [0.484 |0.479 | 0.486 |o0.515 | 0.496 | 0.503 | 0.531 |- - -
9
K 10489 |0.469]0.479 | 0.468 | 0.466 | 0.507 | 0.493 | 0.493 | 0.515 | 0.454 | - -
I, |0.517 ] 0.497 | 0.491 | 0.489 | 0.488 | 0.500 | 0.485 ] 0.498 | 0.516 | 0.509 | 0.499 | -
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Anexo L. Tasas de sustitucion Ka/Ks entre L. garciai y once especies de copépodos. A) Calanoida B) Cyclopoida C) Harpacticoida D)
Siphonostomatoida. Los valores resaltados representan los genes que se encuentran bajo un escenario de seleccion putativa.

Orden [Especie COX1 |[COX2 |COX3 |NAD1 |NAD2 |NAD3 (NAD4 |NAD5 |NAD6 |CYTB |ATP6
A P. tunguidus 0.022| 0.684| 0.040( 0.149|NA 1.691|NA 0.250|NA NA 0.176
C. hyperboreus 0.022| 0.077| 0.080( 0.249| 0.482(NA NA 1.088(NA 0.749| 0.282
C. glacialis na 0.077|NA na na 0.258|NA 0.203| 0.399(NA 0.246
B S. undulatus 0.095|na na 1.704| 1.406| 2.816| 0.482| 0.517|NA 0.130| 2.200
S. polycolpus 0.092| 1.108| 0.524| 2.115|na na 0.486| 0.444| 1.312| 0.175| 2.980
P. nana 0.050| 0.637| 0.094| 0.836( 2.434|na 0.481| 1.338|NA 1.064| 0.557
L. cyprinacea 0.049| 0.394| 0.151| 0.267| 0.813| 1.332| 0.415| 1.061| 1.034| 0.206| 2.570
c A. atopus 0.078|na na 0.153| 0.501| 2.194| 1.627| 0.758|NA 1.096| 2.083
T. californicus  |na 0.222]|na 0.332| 0.701] 0.361| 0.292| 0.317| 0.577(NA 0.593
T.
kingsejongensis |na na na na 0.544| 0.346|NA na 0.228|NA 0.591
D P. rhincodonicus| 0.115| 0.275| 0.171|na 0.538| 0.531(NA 0.421| 0.763(NA 0.676




Anexo M. Matriz de reordenamiento de CREx. Los valores representan la cantidad de
intervalos comunes entre genomas, valores altos indican un orden genético similar
entre genomas., A) L. garciai, B) P. tunguidus, C) C. hyperboreus, D) A. atopus, E) S.
undulatus, F) P. nana, G) L. cyprinacea, H) T. californicus, I) T. kingsejongensis, J)
P. rhincodonicus

A B C D E F G H I J
A 150 - - - - - - - - -
B 94 150 |- - - - - - . .
C 16 12 150 - - - - - - -
D 12 6 22 150 - - - - - -
E 8 6 22 80 150 - - - - -
F 0 6 16 4 4 150 - - - -
G 8 6 8 16 16 (o} 150 - - -
H 8 10 18 20 20 20 6 150 - -
I 16 10 20 78 48 4 12 12 150 -
J 0] 2 4 10 20 6 4 10 10 150
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